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Voorwoord 
In het kader van het project “Beleidsagenda Zoute Bagger” wordt door het RIKZ een 
evaluatie uitgevoerd van bestaande en nieuwe bioassays voor de beoordeling van  
baggerspecie. In deze rapportage zijn voor de onderdelen “Signalering en Vangnet” en 
“Diskwalificatie” bijdragen opgenomen. De nadruk ligt op het samenvatten en evalueren 
van reeds door RIKZ verzamelde informatie (o.a. de publicaties beschikbaar via 
www.zeeslib.nl), aangevuld met ongepubliceerde RIKZ gegevens en beperkt literatuur 
onderzoek. Voor het onderdeel diskwalificatie zijn bestaande gegevens uit de Speciebos 
database (1999-2002) aangevuld met beoordelingsgegevens verzameld in het kader van 
de Uniforme Gehalten Toets (UGT) en de Chemie Toxiciteits Toets (CTT) voor de  
periode 2003-2004.  
Het project werd vanuit het RIKZ begeleid door Louis Peperzak (deelprojectleider), Cor 
Schipper (projectleider) en Hans Klamer. Wij danken de begeleiders voor hun bijdragen, 
Serge Rotteveel (RIZA) voor aanlevering van toxiciteits- en andere gegevens met  
betrekking tot de Microtox en DR-CALUX testen, D. de Zwart (RIVM) voor toxiciteits 
gegevens uit de E-TOX database, Rene de Leeuw voor aanlevering van de UGT-CTT 
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Samenvatting 
In het kader van het project “Beleidsagenda Zoute Bagger” van het RIKZ is een evalua-
tie uitgevoerd van bestaande en nieuwe bioassays voor de beoordeling van baggerspecie 
en hun geschiktheid voor signalering en vangnetfunctie (voor onbekende of niet-gemeten 
stoffen en mogelijke mengseltoxiciteit) en voor mogelijke diskwalificatie. Hierbij is met 
name ingegaan op de volgende aspecten: gevoeligheid van de test voor stoffen en  
mengselinteracties, de mate van betrouwbaarheid en de validiteit van de test.  
In het huidige, sinds 2004 van kracht zijnde, beoordelingsysteem (de Chemie Toxiciteits 
Toets, CTT) wordt gewerkt met een drietal bioassays: de 10-dagen test met de slijk-
garnaal (Corophium volutator), de 20-minuten Microtox Solid Phase test (Microtox-SP, 
MSP) met de mariene bacterie Vibrio fischeri, en de 24-h in-vitro DR-Calux test met een 
cellijn van rattelever. Uit recente projecten zijn twee kandidaat-testen naar voren  
gekomen: een chronische variant (49-d) van de slijkgarnaaltest en een 14-d test met  
gekweekte zeeklitten (Echinocardium cordatum). 
Zowel voor de mariene bacterie Vibrio fischeri als de DR-CALUX test zijn voor een 
grote hoeveelheid stoffen gegevens voorhanden en is uit vergelijkend onderzoek geble-
ken dat beide testen als gevoelig beschouwd kunnen worden voor de effecten van een 
breed spectrum aan stoffen (Vibrio fischeri), dan wel voor specifieke target stoffen met 
een dioxineachtig werkingsmechanisme (DR-CALUX). In het geval van de mariene  
bacterie betreft het gegevens uit de standaard Microtox test zonder sediment en voor een 
groot deel goed wateroplosbare stoffen, die slechts in beperkte mate relevant zijn voor 
sedimentbeoordeling. Voor de in de CTT toegepaste Microtox-SP zijn echter nauwelijks 
gegevens voorhanden uit spiked-sediment tests met afzonderlijke stoffen om een derge-
lijke beoordeling te onderbouwen, maar lijkt de veronderstelde gevoeligheid van de  
bacterie Vibrio fischeri alleen waarschijnlijk, voor zover het stoffen betreft die onder de 
testcondities door snelle desorptie (< 30 minuten) aan de waterfase afgegeven kunnen 
worden. 
Voor de 10-d slijkgarnaaltest (Corophium volutator) en de test met de zeeklit (Echino-
cardium cordatum) zijn slechts beperkt gegevens beschikbaar uit toxiciteitstesten met 
specifieke stoffen en betreft in het geval van Corophium deels niet voor sedimentveront-
reiniging relevante stoffen. Op grond van vergelijkend onderzoek met whole-sediments 
lijkt de slijkgarnaal als relatief gevoelig beschouwd te mogen worden ten opzichte van 
verwante soorten amphipoden en andere testorganismen. Voor alle in-vivo testen (slijk-
garnaal, zeeklit, mariene bacterie) geldt, dat de beschikbare informatie overwegend  
betrekking heeft op acute toxiciteit, en dat de informatie over chronische toxiciteit voor 
deze soorten zeer beperkt is. 
Voor de standaard Microtox test en DR-CALUX test zijn meerdere mengseltoxiciteits-
studies uitgevoerd, op grond waarvan duidelijk is dat deze testen zeer gevoelig kunnen 
zijn voor effecten van complexe mengsels. Voor de Microtox-SP, Corophium en  
Echinocardium zijn te weinig spiked-sediment testen met mengsels uitgevoerd om hier 
conclusies over te kunnen trekken.  
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Wat betreft de prestatiekenmerken en kwaliteitsbewaking van de huidige CTT-biotesten 
lijkt op dit moment alleen de DR-CALUX voldoende robuust en in overeenstemming 
met internationale eisen en inzichten op vergelijkbare terreinen (voedselveiligheid) om 
een volwaardige signalerende en vangnetfunctie voor de aanwezigheid van dioxine-
achtige stoffen te kunnen vervullen. Indien ten aanzien van extractie en opzuivering in 
het standaardvoorschrift (protocol Specie-07E) gekozen wordt voor een systeem, waarbij 
alleen dioxineachtige stoffen (in engere zin) overblijven (multi-layer clean-up), zou deze 
test mogelijk ook voor diskwalificerende doeleinden in aanmerking kunnen komen. Voor 
de overige CTT testen (Microtox-SP, 10-d Corophium) lijken de prestatiekenmerken 
(met name de kans op vals-positieve en negatieve uitslagen) nog onvoldoende voor dis-
kwalificatie en wordt aanbevolen de functie beperkt te houden tot signalering en de in de 
huidige CTT opgenomen voorschriften voor nader onderzoek. Ten aanzien van de Mi-
crotox-SP test wordt aanbevolen om additionele testen op te nemen met de standaard 
Microtox test aan poriewater of biomimetisch gedoseerde systemen. Het  
verdient verder aanbeveling om in de huidige protocollen meer expliciete richtlijnen en 
rapportageverplichtingen op te nemen ten aanzien van de controle van de herhaalbaar-
heid. 
Voor de nieuw voorgestelde testen (de chronische slijkgarnaaltest en de zeeklittest met 
gekweekte dieren) is nog onvoldoende materiaal beschikbaar om een beoordeling te 
kunnen geven van de gevoeligheid en robuustheid.  
De signalerende functie van de huidige in-vivo testen (slijkgarnaal, Mictotox-SP) is  
beperkt en geeft onvoldoende informatie over: sublethale effecten, chronische effecten, 
effecten bij gevoelige levensstadia, een aantal relevante werkingsmechanismen, waar-
onder hormoonverstoring, risico’s van doorvergiftiging, en effecten op hogere integra-
tieniveaus (populatie, ecosysteem niveau). Ten aanzien van voor het beleid relevante 
stofgroepen, lijkt de signalerende functie voor PBT, vPvB en CMR stoffen beperkt.  
Samenvattend kan gesteld worden dat met de biotesten in de CTT een beperkte signale-
rende functie wordt vervuld maar dat de huidige drie testen niet gezien kunnen worden 
als een dekkend vangnet voor onbekende stoffen en mengsels. Afgezet tegen de inspan-
ningen gericht op het verder verbeteren en verfijnen van de bestaande testen, zou over-
wogen kunnen worden om verbetering van de vangnetfunctie te realiseren door uitbrei-
ding met additionele soorten (algen, vis-embryo) en werkingmechanismen (hormonale 
verstoring). 
Op grond van verkennende berekeningen met de aangevulde database van metingen en 
bepalingen in het kader van de UGT en CTT voor de periode 1999 t/m 2004 werd  
geconstateerd dat, indien de huidige bioassays een diskwalificerende functie zouden  
hebben, het percentage afgekeurde vakken gemiddeld zou stijgen van 11% (op grond van 
de huidige CTT) naar 28% (CTT uitgebreid met diskwalificatie op basis van de bio-
testen). In 80% van de gevallen zal een overeenkomstige toewijzing plaats vinden op 
grond van chemische of biologische beoordeling (72% goedgekeurd in beide systemen, 
8% afgekeurd in beide systemen). In 20% van de gevallen is de toewijzing verschillend.  
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Een eerste beperkte en voorlopige statistische analyse van de gegevens (non-
parametrische correlatie, multiple regressie) lijkt het beeld te bevestigen van een beperk-
te of ontbrekende samenhang van de respons in de biotesten met chemische parameters 
of sedimentkarakteristieken en dat de chemische en biologische beoordeling complemen-
tair kunnen zijn. 
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Afkortingen en begrippen 
ClogP Software programma voor de voorspelling van de  
n-octanol/water partitiecoëfficient van stoffen vanuit structuur-
eigenschappen (Biobyte, Claremont, CA, USA) 
Corophium volutator Slijkgarnaal 
CTT Chemie Toxiciteits Toets voor de beoordeling van zoute  
baggerspecie (Staatscourant 5 juli 2004) in het kader van de 
WVZ en WVO 
DR-Calux Dioxin Responsive Chemical Activated Luciferase gen expres-
sie assay, biologische test voor de bepaling van de totale hoe-
veelheid stoffen met een dioxineachtig werkingsmechanisme 
EC50 Mediane effect concentratie, waarbij 50% van de organismen 
een bepaald effect vertoont 
Echinocardium cordatum Zeeklit 
in vitro Test of experiment met orgaan, weefsel of celkweek van  
organisme 
in vivo Test of experiment met levend en intact organisme 
ISI-WoK Institute of Scientic Information (London, UK) – Web of 
Knowledge; on-line database van publicaties in internationale 
wetenschappelijke tijdschriften 
Kow n-octanol/water partitiecoëfficient 
KRW Kader Richtlijn Water 
LC50 Mediane lethale effect concentratie, waarbij 50% van de  
organismen mortaliteit vertoont 
Microtox solid-phase test, Mi-
crotox-SP, MSP 
Gestandaardiseerde test met Vibrio fischeri blootgesteld aan 
een suspensie van sediment of baggerspecie 
MicrotoxTM Gestandaardiseerde test voor waterige monsters met Vibrio  
fischeri ontwikkeld door AZUR Environmental, Newark,  
Delaware (USA)  
OSPAR, OSPARCOM Oslo and Parijs Conventie voor de bescherming van het  
mariene milieu van de North-East Atlantic 
PBT Persistente, bioaccumulatieve en toxische verbindingen  
vPvB Zeer persistente en zeer bioaccumulatieve verbindingen 
CMR Stoffen met carcinogene of mutagene eigenschappen of  
effecten op de voortplanting  
REACH Registratie, evaluatie en Autorisatie van Chemicaliën, voorstel 
van EC voor nieuw beoordelingssysteem van stoffen  
Specie-01  RIKZ standaardvoorschrift (protocol) voor de uitvoering van 
de 10-dagen test met Corophium volutator (slijkgarnaal)  
blootgesteld aan sediment of baggerspecie 
Specie-02 RIKZ standaardvoorschrift (protocol) voor de uitvoering van 
Microtox solid-phase (MSP) test met de marine bacterie Vibrio 
fischeri blootgesteld aan een suspensie van sediment of  
baggerspecie  
Specie-03 RIKZ standaardvoorschrift (protocol) voor de uitvoering van 
de 14-dagen test met Echinocardium cordatum (zeeklit),  
blootgesteld aan sediment of baggerspecie 
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Specie-07 / 7E RIKZ standaardvoorschrift (protocol) voor de uitvoering van 
de DR-Calux test; 7E: idem voor de uitvoering van extractie en 
voorbewerkingen van het sediment of baggerspeciemonster 
Speciebos Beslissingsondersteund systeem (BOS) voor de beoordeling 
van zoute baggerspecie. Database met meetgegevens in zoute 
baggerspecie 1999 t/m 2002 beheerd door RIKZ 
TAC Test acceptatie criteria 
TEQ toxische equivalente concentratie, ten opzichte van  
2,3,7,8-TCDD 
TGD Technical Guidance Document; protocol gebruikt voor de  
risicobeoordeling van bestaande en nieuwe chemische stoffen 
UGT Uniforme Gehalten Toets, tot 2004 van kracht zijn beoorde-
lingssysteem voor zoute baggerspecie 
Vibrio fischeri Luminiscerende mariene bacteriesoort, gebruikt in de Microtox 
solid-phase test 
WVO Wet Verontreiniging Oppervlaktewater 
WVZ Wet Verontreiniging Zeewater 
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1. Inleiding 
In het kader van het project “Beleidsagenda Zoute Bagger” wordt door het RIKZ een 
evaluatie uitgevoerd van bestaande en nieuwe bioassays voor de beoordeling van  
baggerspecie. In het huidige, sinds 2004 van kracht zijnde, beoordelingsysteem (de 
Chemie Toxiciteits Toets, CTT) wordt gewerkt met een drietal bioassays: de 10-dagen 
test met de slijkgarnaal (Corophium volutator), een 20-minuten test met de Microtox  
Solid Phase test (Microtox-SP, MSP) met de mariene bacterie Vibrio fischeri, en de 24-h 
in-vitro DR-Calux test met een cellijn van rattelever. Uit recente projecten zijn twee 
kandidaat-testen naar voren gekomen: een chronische variant (49-d) van de slijkgarnaal-
test en een 14-d test met gekweekte zeeklitten (Echinocardium cordatum). 
De in 2006 af te ronden evaluatie van de biotesten zal bestaan uit de volgende te beoor-
delen aspecten: robuustheid (A), relevantie (B), signalering (C) en diskwalificatie (D). 
Het IVM is gevraagd om een bijdrage te leveren voor de onderdelen signalering en  
diskwalificatie. De nadruk ligt in deze rapportage primair op het samenvatten en kritisch 
evalueren van reeds door RIKZ verzamelde informatie (www.zeeslib.nl). Waar nodig 
zijn deze gegevens aangevuld met informatie uit literatuur onderzoek. Gezien de looptijd 
en het beschikbare budget viel een uitgebreide literatuurstudie buiten de orde van het 
project. Om redundantie met andere onderdelen te vermijden zijn in een aantal gevallen 
verwijzingen gegeven naar de desbetreffende hoofdstukken (A) en (B). 
Met de bij de baggerspeciebeoordeling gevolgde geïntegreerde benadering van zowel 
chemische als biologische karakteristieken kan in principe een meer adequate en beter 
onderbouwde inschatting gemaakt worden van de ecologische risico’s van verontreinig-
de baggerspecie dan op basis van de traditionele stofgerichte beoordeling, waarbij alleen 
naar de aanwezigheid en gehalten van specifieke stoffen of stofgroepen wordt gekeken. 
De relatief beperkte set van stoffen en stofgroepen in de CTT beoordeling ten opzichte 
van andere nationale en internationale lijsten van prioritaire stoffen (WFD, OSPAR) 
maakt dat alleen een stofgericht spoor onvoldoende bescherming zou bieden tegen de 
simultane blootstelling aan complexe mengsels van bekende en onbekende stoffen en/of 
hun omzettingsproducten. Het palet van relevante verontreinigingen is in de loop van de 
afgelopen jaren veranderd. Traditionele stoffen als gechloreerde bestrijdingsmiddelen 
zijn voor de Nederlandse kustwateren minder belangrijk geworden. In een recente  
evaluatie zijn met name Cd, Hg, TBT, olie en PCB’s benoemd als ‘contaminants of  
concern’ in baggerspecie (Stronkhorst en Van Hattum, 2003). Daarnaast zijn talrijke 
‘nieuwe’ stoffen zoals bijvoorbeeld surfactanten, vlamvertragers en weekmakers in bete-
kenis toegenomen (Akerman et al., 2004). 
Ondanks het feit dat het onderzoek naar effecten van gecombineerde blootstelling aan 
complexe mengsels nog sterk in ontwikkeling is, zijn er voor specifieke stofgroepen en 
werkingsmechanismen duidelijke bewijzen dat het werken met grenswaarden voor  
enkelvoudige stoffen niet toereikend is (Van Leeuwen et al., 1996; Legler, 2001; Warne, 
2003) en onvoldoende bescherming biedt. Bij de beoordeling van milieubezwaarlijkheid 
van effluenten en afval- en reststoffen kan aanvullend gebruik van biologische beoorde-
ling hier deels in voorzien. Daarnaast is bekend dat sommige stoffen extreem sterk  
gebonden kunnen zijn aan sediment en er sprake kan zijn van een lage biologische  
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beschikbaarheid. In deze situaties zou een louter stofgericht spoor zonder correcties voor 
de verwachte biologische beschikbaarheid juist tot een te conservatieve beoordeling 
kunnen leiden. In het aan Stronkhorst et al. (2003) ontleende diagram (figuur 1.1) is  
geïllustreerd op welke wijze chemische en biologische testen in een geïntegreerde  
beoordeling elkaar kunnen aanvullen en een bijdrage kunnen leveren aan een ‘weight of 
evidence’ benadering (segment 1). 
 
Figuur 1.1 Venn-diagram van sterkte en zwakte van een geïntegreerde chemische en 
bioassay-gebaseerde beoordeling van sediment. Het oppervlak van de witte 
cirkel (1-4) stelt het theoretische gebied voor met werkelijke ecologische  
risico’s. Toelichting van de verschillende segmenten in de tekst. Ontleend 
aan Stronkhorst et al. (2004).  
De toepassing van bioassays kan een signalerende functie hebben voor (niet gemeten) 
onbekende stoffen of onbekende interacties van complexe mengsels van stoffen  
(segment 2) of kan helpen om situaties met lage biobeschikbaarheid op te sporen  
(segment 6). Een vals- positieve respons in de bioassays (segment 5 en 7) kan duiden op 
de aanwezigheid van verstorende omstandigheden tijdens de test (confounding factors); 
een vals-positieve respons in de chemische benadering (segment 6 en 7) kan duiden op 
een lage biologische beschikbaarheid (segment 6). Segment 3 en 4 vormen de situaties 
waarin de gekozen bioassays onvoldoende bescherming bieden (niet beschouwde  
werkingsmechanismen, onvoldoende gevoelige soorten). Segment 2 en 4 geven de  
beperkingen aan van de chemische benadering (onbekende stoffen en mengselinter-
acties). Bijzondere aandacht verdienen de situaties van samenvallende vals-negatieve 
toewijzingen (segment 4) of vals-positieve toewijzingen (segment 7) die beide de  
beperkingen van de beoordelingsmethode karakteriseren.  
Bij de opzet van de CTT en de uiteindelijke gekozen bioassays is uitgegaan van een  
signalerende functie van de bioassays, voornamelijk gericht op het karakteriseren van 
mogelijke milieubezwaarlijkheid (hazard) en niet zozeer op een ecologische risicobeoor-
deling. In het laatste geval zou een meer omvattende batterij van testen en blootstellings-
scenario’s noodzakelijk zijn, op grond waarvan extrapolatie naar de waarschijnlijkheid 
van effecten in het ontvangende milieu mogelijk zou zijn. In de huidige rapportage zal 











Bioassays Chemische analyse 
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2. Signalering en vangnetfunctie  
Bij het beantwoorden van de vraag in hoeverre de set van biotesten een signalerende en 
vangnetfunctie kunnen vervullen voor de aanwezigheid en milieubezwaarlijkheid  
(hazard assessment) van onbekende (niet gemeten) stoffen in baggerspecie en mengsel-
toxiciteit zijn in eerste instantie o.a. de volgende aspecten van belang: 
Signalerende functie: 
• De testbatterij dient voldoende gevoelig te zijn voor een breed spectrum aan moge-
lijke stoffen, omzettingsproducten en mengselinteracties; 
• De testbatterij dient voldoende gestandaardiseerd en robuust te zijn met betrekking 
tot een aantal prestatiekenmerken en methodologische aspecten (herhaalbaarheid, re-
produceerbaarheid, constante gevoeligheid, lage kans op vals-positief / vals-
negatief). 
Vangnetfunctie 
• De gekozen ‘endpoints’ van de testbatterij dienen voldoende gevoelig en representa-
tief te zijn voor de veelheid aan mogelijke werkingsmechanismen en interacties voor 
een veelheid van soorten, bij verschillende blootstellingsduur, en op verschillende 
biologische integratieniveaus (moleculair, cellulair, orgaan, individu, populatie,  
ecosysteem). 
Daarnaast kunnen de volgende criteria een rol spelen (Nenzda, 2001): 
• Kostenefficiëntie (snelheid en lage kosten); 
• Uitvoerbaarheid (beschikbaarheid van organismen, hanteerbaarheid in het  
laboratorium); 
• Geschiktheid van type test (laboratorium assay, mesocosmos, biomarker) voor de te 
onderzoeken matrix (sediment, elutriaat, poriewater, extract); 
• Ecologische relevantie (voor het ontvangende systeem); 
• Internationale acceptatie en inpasbaarheid in internationale monitoringprogramma’s; 
• Aansluiting bij methoden in hogere TIER beoordeling en/of aanvullend onderzoek; 
• Aansluiting bij ecologische risicobeoordeling; 
• Ethische aspecten. 
Bij het gebruik van bioassays voor ecologische risicobeoordeling, zijn met name de  
volgende criteria van belang: het omvatten van voldoende trofische niveaus en functies 
om extrapolaties te kunnen maken, ecologische relevantie van de gekozen soorten en 
endpoints.  
De inspanningen en discussies rondom het tot stand komen van het REACH-programma 
hebben duidelijk gemaakt dat op dit moment slechts voor een beperkt aantal stoffen  
voldoende informatie beschikbaar is om de humane en ecologische risico’s in te  
schatten. Schattingen van het totale aantal door de mens geproduceerde stoffen bedragen 
150.000 of meer (De Zwart, 2005). Bij de recente behandeling in het Europese Parle-
ment van het concept REACH-programma is het aantal stoffen waarop het programma 
betrekking heeft onder druk van de industrie beperkt tot ca. 8000 stoffen. In een door het 
RIZA uitgevoerde studie in het kader van het project “Vergeten Stoffen” zijn in Rijn- en 
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Maaswater vele honderden verschillende stoffen teruggevonden (Berbee et al., 2004), die 
niet opgenomen waren in lopende monitoringsprogramma’s. Met de sterke vooruitgang 
van de huidige chemische analysetechnieken kunnen tegenwoordig veel meer stoffen 
aangetoond worden. Ook op internationale congressen is tegenwoordig veel aandacht 
voor “emerging contaminants”. Binnen diverse internationale verdragen (b.v. OSPAR, 
HELCOM, Internationale Rijn Commissie) en Europese of nationale wetgeving zijn ca. 
600 stoffen in beschouwing genomen en opgenomen op lijsten van prioritaire stoffen 
(Van Wezel, 1999). Binnen de Kaderrichtlijn Water zijn 31 stoffen en groepen van stof-
fen aangewezen als prioritaire stoffen. In het kader van het POR-2 project in opdracht 
van het Gemeentelijk Havenbedrijf Rotterdam is door Gandrass et al. (2002) een over-
zicht gemaakt van de mate van harmonisatie van verschillende nationale en internationa-
le prioriteitslijsten van belang voor de beoordeling van sedimentgebonden stoffen; de 
lijsten komen slechts in beperkt te mate overeen en een gering aantal stoffen is op alle 
lijsten terug te vinden. In het stofgerichte beleid (Reach, KRW, OSPAR) is de aandacht 
in sterke mate gericht op het verminderen van risico’s van z.g. PBT, vPvB en CMR stof-
fen (PBT: persistent, bioaccumulatief, toxisch; vPvB: very persistent, very bioaccumula-
tive; CMR: carcinogene, mutagene stoffen en stoffen met effecten op de reproductie). 
Met name de PBT en vPvB stoffen hebben in veel gevallen ook een grote affiniteit voor 
sediment. 
Tabel 2.1 Voorbeelden van verschillende soorten effecten, werkingsmechanismen en 
endpoints op verschillende biologische integratieniveaus en  
temporele schaal. 
Endpoints Werkingsmechanismen  Ecosysteemparameters 
Mortaliteit Narcosis neutrale stoffen Functies 
Immobiliteit Narcosis polaire stoffen Primaire productie 
Groei, productiviteit Neurotoxiciteit Biomassaproductie 
Consumptie Mutageniteit, Carcinogeniteit Respiratie 
Respiratie Teratogeniteit Mineralisatie 
Reproductie  Enzyminductie (b.v. P450 ) Energie-fluxen 
Gedrag Hormonale verstoring  
(remming/stimulatie; b.v. oes-
trogeen, androgeen, schildklier) 
Nutriënten-fluxen 
Adaptatie en regeneratie 
  Structuur  
Temporeel Biologisch integratieniveau Abundantie, dynamiek soorten,  
Acuut Moleculair subcellulair Biodiversiteit indices 
Chronisch Cel Biomassa, grootte 
Life-stage  Weefsels/organen Predator-prooi interacties 
Meer generatie testen Individu/organisme Competitie, parasitisme 
 Soort/populatie Trofische structuur 
 Gemeenschappen (biocenoses)  
 Ecosystemen  
 
In tabel 2.1 is een voorbeeld gegeven van verschillende typen effecten en werkings-
mechanismen op verschillende biologische integratieniveaus. In principe zou de gekozen 
testbatterij voldoende responsief moeten zijn om als ‘early warning’ instrument  
bescherming te kunnen bieden tegen nader te definiëren soorten effecten. Het is duidelijk 
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dat geen enkele testbatterij waarschijnlijk ooit voldoende dekkend zou kunnen zijn om 
tegen al deze soorten effecten te beschermen. In de praktijk wordt in kaders van ecolo-
gische risicobeoordeling (TGD, 1996; OSPARCOM, 1998) vaak aanbevolen om op zijn 
minst over testgegevens van 2-4 verschillende soorten te kunnen beschikken, liefst van 
verschillende trofische niveaus. In de Amerikaanse praktijk wordt voor de beoordeling 
van baggerspecie gewerkt met een getrapt systeem (Tier I-IV) en wordt voor de TIER-IV 
beoordeling aanbevolen om met minstens 3 soorten van verschillend trofisch niveau te 
werken voor de waterfase en minstens 3 benthische soorten met verschillende voedsel-
strategie (filterfeeder, deposit feeder) of levenswijze (in of op het sediment levend) voor 
de sedimentfase (Munns et al., 2002). 
In de op dit moment grootste database met op kwaliteit beoordeelde toxiciteitsgegevens 
voor aquatische organismen, de Aquire database van de Amerikaanse EPA, zijn op dit 
moment gegevens opgenomen voor ca. 8500 stoffen in relatie tot een of meer van 5900 
soorten aquatische organismen (EPA, 2002; CSC, 2003). Door verschillende auteurs (De 
Zwart, 2002; Posthuma et al., 2002) is een analyse gemaakt van trends in de gevoelig-
heid van soorten, waarvan gegevens zijn opgenomen in Aquire en vergelijkbare data-
bases. In veel gevallen blijken effecten in hoge mate stof- en soortspecifiek en zijn er 
met uitzondering van specifieke werkingsmechanismen slechts in beperkte mate genera-
lisaties mogelijk. Nauw verwante soorten en taxa kunnen per stof onderling sterk  
verschillen in gevoeligheid. Alleen voor stoffen met een overeenkomstig werkingsme-
chanisme in specifieke organismen kunnen er soms duidelijke trends zijn, zoals b.v. bij 
herbiciden, waar hogere planten en algen vaak meer gevoelig dan bijvoorbeeld vissen en 
ongewervelden. Voor narcotische effecten blijken veel organismen bij een overeenkom-
stige interne dosis effecten te vertonen en kan met de “Critical / Lethal Body Burden” 
benadering (CBB, LBB) een groot deel van de toxiciteit in organismen worden verklaard 
of voorspeld (McCarty et al., 1993; Van Wezel et al., 1995).  
Voor de ecologische risico evaluatie zijn statistische technieken ontwikkeld om op basis 
van de grote range aan verschillen in gevoeligheid z.g. ‘species sensitivity distributions’ 
(SSD) af te leiden (Posthuma et al., 2002). Door extrapolatie vanuit deze (vaak log-
logistische) verdelingen van gevoeligheid van verschillende soorten per stof kunnen 
grenswaarden worden afgeleid voor de normstelling (MTR/VR; VROM, 2004) of voor 
de risicobeoordeling van stoffen (TGD, 1996), of omgekeerd voor de voorspelling van te 
verwachten effecten in het veld op grond van waargenomen concentraties (De Zwart en 
Sterkenburg, 2002). 
Voor de praktijk van de beoordeling van verontreinigd sediment zijn er diverse testen 
waarvoor protocollen in de literatuur zijn beschreven. Uit Noord-Amerikaanse studies 
(Munns et al., 2002), waar al sinds vele jaren met effectgerichte beoordeling wordt  
gewerkt, zijn op dit moment protocollen beschikbaar voor de beoordeling van sediment 
uit zoete en mariene watersystemen (toxiciteit en/of bioaccumulatie) op basis van meer 
dan 50 soorten, verdeeld over verschillende taxonomische groepen: kreeftachtigen 
(n=21), tweekleppigen (n=7), wormen (n=9), vissen (n=13), insecten (n=3), stekelhuidi-
gen (n=3). In een door Nendza (2002) gemaakt overzicht van geschikte sedimenttesten 
voor toepassing in Duitsland en in internationale monitoringprogramma’s zijn enkele 
tientallen (groepen van) testen beschreven, waarvoor protocollen of guidelines zijn  
ontwikkeld. Een selectie van ca. 35 testen is uitgebreid geëvalueerd op bruikbaarheid 
voor verschillende soorten van hazard- en risk-assessment.  
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De in de CTT opgenomen bioassays zijn primair bedoeld voor hazard-assessment en 
productbeoordeling (Schipper en Schout, 2004) en omvatten 2 soorten organismen  
(bacterie, ongewervelde) en een gemodificeerde zoogdiercellijn (ratlever). De in-vivo 
testen (Microtox-SP en 10d-Corophium test) hebben een beperkte blootstellingstijd en 
geven vooral inzicht in de acute toxiciteit van de beschikbare fractie van sedimentge-
bonden stoffen. De DR-Calux assay met extracten van sediment geeft een inzicht in de 
totale concentratie van dioxineachtige stoffen als indicatie van mogelijke risico’s van de-
ze stoffen op hogere trofische niveaus. De endpoints van de testen hebben betrekking op 
overleving (Corophium), groei, metabolisme (Microtox) en activatie van de  
Ah-receptor (DR-CALUX test voor dioxineachtige verbindingen), en geven geen infor-
matie over andere soorten toxiciteit of effecten op andere integratie niveaus. De nieuw 
voorgestelde chronische variant van de slijkgarnaaltest (Kooman, 2005) zou meer inzicht 
kunnen verschaffen in chronische effecten en een gevoeliger soort effecten (groei, repro-
ductie). De voor de CTT gekozen soorten in de in-vivo testen (Vibrio fischeri en  
Corophium) zijn vaak ook onderdeel van de sets van biotesten toegepast in Noord-
Amerika, Duitsland, UK en enkele andere landen.  
De in volgende hoofdstukken geschetste beperkingen en onzekerheden van de biotesten 
zijn niet specifiek voor de CTT of testen voor de beoordeling van baggerspecie maar 
gelden mutatis mutandis ook voor testen toegepast bij de beoordeling van afvalwater, 
stoffen, producten en humane risicobeoordeling. Bij de beoordeling van de onzeker-
heden die gepaard gaan met de toepassing van bioassays in vergelijking met alleen op 
chemische parameters gebaseerde beoordelingssystemen, dient beseft te worden, dat bij 
de chemische beoordeling alleen wordt ingezoomd op bekende (probleem)stoffen en de 
onzekerheden ten aanzien van niet gemeten stoffen, mengselinteracties, biotransformatie 
en biologische beschikbaarheid buiten beeld blijven.  
2.1 Stofspecifieke gegevens voor de CTT bioassays 
Om een uitspraak te kunnen doen in hoeverre de voor de CTT gehanteerde soorten  
voldoende gevoelig zijn voor specifieke stoffen zijn korte searches uitgevoerd in een 
aantal databases, waaronder de Aquire/Ecotox database onderhouden in opdracht van de 
US-EPA (CSC, 2003), de in Nederland door het RIVM onderhouden E-tox database (De 
Zwart, 2005) en een commerciële database Terrabase (Terrabase, 1999) waarin data over 
de mariene bacterie Vibrio fischeri (Microtox test) worden bijgehouden. Het gaat hier 
om gegevens over de standaard Microtox test zonder sediment; over de Microtox solid 
phase test (Microtox-SP, MSP) is geen informatie opgenomen. Daarnaast is in de ISI 
Web of Knowledge geïnventariseerd hoeveel publicaties over toxiciteitstudies met de  
betreffende soorten zijn uitgevoerd (zie tabel 2.2 en appendix I).  
Verreweg de meeste gegevens zijn beschikbaar voor de standaard Microtox test, die al 
sinds het midden van de ‘80er jaren in gebruik is. In de oudere publicaties is de gebruikte 
soort vooral aangeduid als Photobacterium phosphoreum; volgens informatie van de  
leverancier is de gebruikte soort later geclassificeerd als Vibrio fischeri (AZUR, 
www.azureenv.com). In een recente review over bioluminiscerende bacteriën (Nunes-
Halldoson & Duran, 2003) worden de soorten als apart onderscheiden. In de Microtox en 
Mictotox SP test (Doherty, 2001) wordt vooral gewerkt met een specifieke strain van  
Vibrio fischeri (NRRL B-11177). In de Terrabase (Terrabase 1999) zijn voor 744 stoffen 
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gegevens opgenomen. In een door Klamer (RIKZ, ongepubliceerde gegevens) gemaakt 
overzicht is dit aangevuld met meer recente literatuurgegevens en zijn voor 1200 stoffen 
gegevens opgenomen. Voor Corophium zijn in de Aquire database voor 17 stoffen gege-
vens opgenomen, waarvan voor 3 stoffen alleen gegevens over bioaccumulatie. In de  
E-Tox database van het RIVM, waarbij een strengere selectie op de kwaliteit van de  
basisgegevens wordt aangehouden, zijn voor 7 stoffen gegevens voor Corophium opge-
nomen. De zeeklit Echinocardium cordatum komt niet voor in de Aquire database; in de 
E-Tox database van het RIVM zijn voor de zeeklit slechts voor 1 stof (TBT) gegevens 
opgenomen. 
Tabel 2.2 Aantallen vermeldingen van toxiciteitsgegevens van de verschillende  
biotesten in databases en gerichte studies. 
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PCNs, PBBs,  
PBDEs 
85 waarvan 
13 in relatie 
tot sediment 
Verwante soorten    
“Sea urchin” 157 
 










*  Met zoekprofiel: soortnaam + toxicity. 
** Inclusief gegevens van vergelijkbare in-vivo en in-vitro testen gebaseerd op Ah-receptor  
gemedieerde effecten.  
 
Daarnaast is geïnventariseerd in welke mate er in de Aquire database gegevens aanwezig 
zijn over verwante soorten bij toepassing van de zoektermen “scud” (hieronder zijn  
estuariene amphipoden opgenomen) en “sea urchin” (hieronder zijn alle echinodermata 
opgenomen). De database omvat gegevens voor 48 met de slijkgarnaal verwante soorten 
gegevens voor een of meer van 378 stoffen, en voor 23 soorten stekelhuidigen gegevens 
voor een of meer van 157 verschillende stoffen. Met nadruk zij gesteld dat grote stof-
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specifieke variaties in gevoeligheid kunnen optreden binnen verwante groepen soorten 
en dat de gegevens geen aanknopingspunt bieden voor extrapolaties (zie o.a. De Zwart, 
2002). 
Standaard Microtox en Microtox-SP (MSP) 
De door Klamer (RIKZ, ongepubliceerde gegevens) verzamelde EC50 (15 min.)  
waarden voor de standaard Microtox test (zonder sediment), gebaseerd op de Terrabase 
gegevens en aangevuld met recente literatuur, zijn weergegeven in figuur 2.1 en geor-
dend naar afnemende toxiciteit weergegeven. In de meeste gevallen betreft het nominale 
blootstellingsconcentraties, waarbij geen controle heft plaatsgevonden van de werkelijke 
concentraties tijdens de blootstelling. De gevoeligheid voor de verschillende stoffen  
varieert over meer dan 8 ordes van grootte, uiteenlopend van 0.02 µM/L voor tributyltin-
chloride tot 8 M/L voor methanol. Naast de stofspecifieke verschillen representeert de 
weergegeven range ook de verschillen in testcondities die de toxiciteit kunnen beïnvloe-
den (biobeschikbaarheid, waterkarakteristieken). Met uitzondering van de spiked-
sediment studies met minerale olie van Brils et al. (2002) zijn geen stof- of stofgroep-
specifieke gegevens bekend voor de MSP test. Daar het om dezelfde strain van Vibrio  
fischeri gaat zal vooral de sediment-water partitie bepalend zijn in hoeverre de MSP test 
een vergelijkbare gevoeligheid heeft als de standaard Microtox test. Daar in de MSP test 
de desorptie van stoffen onder de testcondities niet goed is te voorspellen (zie ook sectie 
2.2), kunnen de bevindingen voor de standaard Microtox test niet eenvoudig naar de 











Figuur 2.1 Microtox EC50 (15 min) waarden in M/L voor 1207 stoffen geordend naar 
afnemende toxiciteit. Bron: Klamer (RIKZ, ongepubliceerde  
gegevens). 
In figuur 2.2 zijn gegevens (EC50-15 min) voor ca. 750 stoffen samengevat ontleend aan 
de database van Klamer (ongepubliceerde gegevens), en waarbij een screening heeft 
plaatsgevonden op gerapporteerde EC50 waarden, die hoger lagen dan de wateroplos-
baarheid van de betreffende stoffen. Deze waarden zijn uit het overzicht verwijderd. De 
gegevens zijn als scatterplot weergegeven in relatie tot de n-octanol-water partitie-
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ma. Hoewel de variabiliteit in gevoeligheid meerdere ordergroottes omvat, met name 
voor de meer polaire stoffen (Log Kow <1), vertonen een deel van de EC50 waarden 
voor stoffen met Log Kow 1 - 4 in zekere mate een afnemende trend. Voor stoffen, 
waarbij een narcotisch werkingsmechanisme aannemelijk is, lijkt deze afname in over-
eenstemming met de critical bordy burden theorie (CBB; ook wel als LBB - lethal body 
burden - aangegeven) (McCarty and Mackay, 1993), waarbij voor meer lipofiele stoffen 
in het algemeen een hogere bioconcentratie wordt aangenomen. Het ontbreken van een 
verdere afname van de EC50 voor stoffen met Log Kow>4 heeft mogelijk te maken met 











Figuur 2.2 Scatterplot van Microtox EC-50 (15 min) waarden (M/L) in relatie tot de  
n-octanol/water partitiecoëfficiënt (Kow). Gegevens ontleend aan:  
Klamer (ongepubliceerde gegevens). Aantal stoffen: 750. 
Op basis van de gegevens van Klamer (ongepubliceerde gegevens) is geïnventariseerd 
dat voor ongeveer de helft van de prioritaire stoffen of stofgroepen uit de Kaderrichtlijn 
Water (KRW) EC-50 waarden bekend zijn voor de standaard Microtox test (Maas en 
Van den Heuvel-Greve, 2005). In deze laatste studie zijn aanvullende experimenten  
beschreven met watermonster waarin alle KRW prioritaire stoffen waren toegevoegd tot 
het maximaal toelaatbare risiconiveau (VROM, 2004). Extracten van deze monsters  
bleken na 100 voudige concentratie responsief in de standaard Microtox test. Vergelijk-
bare testen met algen en Daphnia waren tot 1.5-10 maal gevoeliger. 
Corophium volutator: 
De belangrijkste voor de slijkgarnaal bekende gegevens zijn weergegeven in de tabellen 
2.3 t/m 2.5 en omvatten gegevens voor metalen (Zn, Cu, Cd, Hg, Ni), zouten (dichro-
maat, arseniet), en organische verbindingen: nonylphenol, TBT, olie, propanon,  
fluoranteen. Van de in de E-tox database opgenomen gegevens voor de slijkgarnaal is in 
tabel 2.3 een selectie gemaakt van endpoints en condities (LC50, 8-10 dagen; 15 oC,  
saliniteit 30 o/oo), die min of meer vergelijkbaar zijn met het voor de CTT gebruikte  
protocol (Specie 01, RIKZ, 2005a). Op grond van de overige (hier niet weergegeven) 
gegevens voor de slijkgarnaal in de E-tox database, blijkt dat de mediane sterfte (LC50) 
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neemt voor de meeste stoffen af bij afnemende blootstellingsduur, toenemende saliniteit 
en afnemende temperatuur. In tabel 2.4 zijn LC50 waarden uit enkele spiked-sediment 
testen opgenomen, waaronder de door het RIKZ geïnitieerde studies met TBT (Stronk-
horst, 1999) en minerale olie (Brils et al., 2002). In de door Batt en Raffaelli (1998)  
uitgevoerde studie zijn de sedimenten bij een relatief korte tijdsduur (4 uur) gespiked en 
om die reden niet goed bruikbaar voor een beoordeling van de gevoeligheid. In tabel 2.5 
zijn enkele studies uit Aquire aangegeven voor andere endpoints (groei, gedrag), waarbij 
geen EC50 of NOEC waarden zijn gerapporteerd of berekend konden worden, en/of die 
bij sterk afwijkende condities (bijvoorbeeld blootstellingsduur) zijn uitgevoerd. 
Tabel 2.3 Corophium volutator – toxiciteit van stoffen in de waterfase. Selectie van 
gerapporteerde LC50 waarden (mg/L) bij testcondities (8-10 dagen bloot-
stelling, 15 oC) vergelijkbaar met het protocol voor de CTT.  





NiCl2 5 – 7.5 15 – 35 Bryant et al. (1985a) E-tox 
K2Cr2O7 2 – 7 15 – 35 Bryant et al. (1984) E-tox 
ZnSO4 1.1 25 Bryant et al. (1985a) E-tox 
NaAsHO2 1.8 – 2.6 5 – 35 Bryant et al. (1985b) E-tox 
TBT .0002-.0004* 30 Stronkhorst et al. (1999) E-tox 
p-nonylfenol 0.6 – 0.7 25 Brown et al. (1999) E-tox 
* Poriewater concentratie. 
 
Tabel 2.4 Corophium volutator - spiked-sediment tests. Gerapporteerde LC50 
waarden (mg/kg drooggewicht) bij testcondities (8-10 dagen  
blootstelling, 15 oC) vergelijkbaar met het protocol voor de CTT.  






- gasolie (DMA) 
- smeerolie (HV) 
 
91 – 112 




Brils et al. (2002) 
 
TBT 1.9 – 2.5 30 Stronkhorst et al. 
(1999) 
E-tox 
Lindaan 0.8 – 1.5 30 Ciarelli et al. (1997)  
Cu (11 oC) 32 – 43 32  Bat and Raff. (1998)  
Zn (11 oC) 28 – 36 32 Bat and Raff. (1998)  
Cd (11 oC) 9 – 23 32 Bat and Raff. (1998)  
 
Het is duidelijk dat voor veel van de prioritaire of aandachtstoffen in het kader van de 
CTT of bijvoorbeeld de Kaderrichtlijn Water (KRW) geen gegevens beschikbaar zijn 
over de gevoeligheid van de slijkgarnaal, en dat de huidige gegevens niet toereikend zijn 
om een vergelijking te maken tussen de waargenomen totale toxiciteit en de verwachte 
toxiciteit voor de slijkgarnaal op grond van chemische meetgegevens. Een dergelijke  
berekening zou inzicht kunnen verschaffen in het niet verklaarde deel van de totale  
toxiciteit, dat mogelijk aan onbekende niet gemeten stoffen of stofgroepen toegeschreven 
zou kunnen worden. Dergelijke berekeningen zijn o.a. van belang bij TIE (toxicity  
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identity evaluation) procedures om waargenomen effecten te kunnen koppelen aan  
stoffen en mogelijke bronnen. 
Tabel 2.5 Corophium volutator- toxiciteit van stoffen in de waterfase. Overige  





Opm Bron Database 
Fluoranteen 10-30 Groei  0.016-
0.022 
Sign. effect Ciarelli et al. 
(1999) 
Aquire 
p-nonylphenol 120 Groei ont-
wikkeling 
0.01 Sign effect Brown et al. 
(1999) 
Aquire 
2-propanon 42 Mort 0.04 Sign. effect Brown et al. 
(1999) 
Aquire 





3 Mort 2.5 – 2.8 LC50 Ciarelli et al. 
(1997) 
 
Cu 100 Mort 0.2-1 Sign. effect Conradi et 
al. (1998) 
Aquire 
HgCl2 0.9 Gedrag 10-100 Sign. effect Erdem 
(1980) 
Aquire 
*  Geen data over temperatuur en saliniteit in on-line output van Aquire. 
** Gerapporteerd als significant effect ten opzichte van controle; geen ECx waarden opgenomen 
in database.  
 
Sublethale effecten bij lage concentraties op groei en/of ontwikkeling van juveniele 
slijkgarnalen zijn onder meer waargenomen in chronische blootstellingsexperimenten 
(120 dagen) met p-nonylfenol bij blootstellingsconcentraties vanaf 0.01 mg/L (Brown et 
al., 1999) en fluoranteen (30 dagen, vanaf ca. 0.02 mg/L; Ciarelli et al., 1999). De nieuw 
voorgestelde chronische variant van de slijkgarnaaltest (49-dagen; Kooman, 2005) geeft 
in principe meer inzicht in chronische effecten en een gevoeliger type van effecten 
(groei, reproductie). Voor deze test zijn nog geen stofspecifieke gegevens beschikbaar 
om een vergelijking te kunnen maken.  
In de Aquire database zijn voor 48 andere soorten estuariene en mariene amphipoden 
gegevens opgenomen. In een vergelijkende studie met Noordzee sedimenten bleek de 
slijkgarnaal gevoeliger dan andere (Noord Amerikaanse) soorten amphipoden (Rhepoxy-
nius abronius, Bathyporeia sarsi; Van den Hurk et al., 1992). Marinene amphipoden 
worden als relatief gevoelige en voor het ecosysteem relevante indicatoren gezien in  
relatie tot sediment verontreiniging (Peters et al., 2002). Door Depledge en Billinghurst 
(1999) werd Corophium genoemd als mogelijk geschikt test organisme in relatie tot 
hormonaal verstorende stoffen. 
Echinocardium cordatum 
Voor de test met de zeeklit zijn in de literatuur alleen stofspecifieke gegevens te vinden 
afkomstig uit in opdracht van het RIKZ uitgevoerde spiked-sediment studies ten aanzien 
van TBT (Stronkhorst et al., 1999) en minerale olie (Brils et al., 2002). De voor TBT  
gevonden LC50 waarden, uitgedrukt als poriewater concentraties (0.4 µg/L voor 14-d en 
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0.2 µg/L voor de 29-d test) waren vergelijkbaar met de poriewater LC50 voor Corophi-
um (0.3 µg/L, 10-d test) en lager dan de voor de standaard Microtox test bekende waarde 
(EC50-15min: 5 µg/L; Klamer, ongepubliceerde gegevens). De zeeklit is - evenals de 
slijkgarnaal - gevoelig voor verschillen in samenstelling van complexe oliemengsels. In 
de door Brils et al. (2002) beschreven experimenten werd voor gasolie (DMA) met 
overwegend lichtere componenten (86 % C10-C22 koolwaterstoffen) een 14-d LC50  
gevonden van 190 mg/kg (95CI:172-210) en voor de smeerolie met overwegend zwaar-
dere componenten (97% C22-C40 koolwaterstoffen) LC50 waarden uiteenlopen van 910 
– 3380 mg/kg.  
Door Daan et al. (1990) zijn studies uitgevoerd met Echinocardium cordatum met  
betrekking tot verontreiniging (boorgruis) rondom gas- en olie productieplatforms in de 
Noordzee en werden zowel in het veld als in de laboratorium-bioassays (met blootstel-
lingsduur tot 110 dagen) effecten waargenomen. In de Aquire-database zijn voor 23  
andere soorten stekelhuidigen gegevens beschikbaar.  
DR-CALUX 
De DR-CALUX test (Murk et al., 1996) en vergelijkbare reportergen gebaseerde testen 
voor de aanwezigheid voor dioxineachtige stoffen behoren tot de meest gevoelige en 
specifieke bioassays voor deze klasse van stoffen (Behnisch et al., 2001), met een gevoe-
ligheid, die vergelijkbaar is met de meest geavanceerde chemische methoden (HRGC-
HRMS). Dioxineachtige stoffen zijn persistente stoffen, die een overeenkomstig  
werkingsmechanisme hebben als 2,3,7,8,-TCDD (tetrachloordibenzodioxine), de meest 
toxische PCDD (polychloor dibenzodioxine), en die in het algemeen niet of nauwelijks 
gemetaboliseerd worden. Dioxineachtige stoffen kunnen zich ophopen in voedselketens 
en met name bij toppredatoren tot ernstige effecten (o.a. op de reproductie) leiden. Op 
subcellulair niveau vertonen alle dioxineachtige stoffen een hoge affiniteit met de Ah-
receptor (aryl hydrocarbon) en leidt binding van het dioxine-recepor complex aan het 
DNA in de celkern tot een cascade van effecten, zoals inductie van specifieke eiwitten en 
enzymen (Cytochroom P450).  
Tot de dioxineachtige stoffen in engere zin, zoals gedefinieerd door een werkgroep van 
de WHO (Ahlborg et al., 1994; Van den Berg et al., 1998), behoren onder andere  
toxische congeneren van polychloordioxines (PCDD’s), polychloordibenzofuranen 
(PCDF’s), non- en mono-ortho gesubstitueerde polychloorbifenylen (PCB’s), sommige 
polychloornaftalenen (PCN’s), en sommige gebromeerde vlamvertragers, zoals poly-
broomdifenylethers (PBDE’s) en polybroombifenylen (PBB’s). Met de term dioxines, 
worden in het algemeen spraakgebruik, alleen de toxische congeneren van PCDD’s en 
PCDF’s aangegeven.  
In het kader van de normstelling voor dioxineachtige stoffen zijn door de WHO (UNEP, 
2001; Van den Berg, 1998) z.g. toxiciteits equivalent factoren (WHO-TEF’s) opgesteld 
voor een set van 7 PCDD’s, 10 PCDF’s en 12 coplanaire PCB’s, die ook in de Europese 
regelgeving (EU Council Regulation No 2375/2001) voor dioxineachtige stoffen in  
voedingsmiddelen zijn overgenomen. 
Daarnaast zijn er een aantal stoffen (zoals bijvoorbeeld een aantal PAK’s en natuurlijke 
toxines) die op (sub)cellulair niveau hetzelfde mechanisme vertonen en tot dezelfde  
inductie van enzymactiviteit kunnen leiden, maar (o.a. door biotransformatie) niet tot  
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dezelfde persisterende effecten op hoger integratieniveaus leiden. Deze stoffen worden 
niet tot de dioxineachtige stoffen in engere zin gerekend, maar vaak aangeduid als  
“transient inducers” (Behnisch et al., 2001; Hilscherova et al., 2000).  
In de literatuur zijn DR-CALUX specifieke relatieve effect potenties (REP) beschreven, 
waarbij EC50 waarden zijn uitgedrukt als fractie van de EC50 waarde van de meest  
actieve dioxine (2,3,7,8-TCDD). Dergelijke REP’s zijn onder andere beschikbaar voor 
PCDD/F’s en PCB’s (Sanderson et al., 1998; Behnisch et al., 2001, 2002, 2003), PCN’s 
(Behnisch et al., 2003), een aantal gebromeerde verbindingen (PBDD’s, PBDF’s, 
PBDE’s; Behnisch et al. 2003), PAK’s en gesubstitueerde PAK’s (Machala et al., 2001). 
Deze DR-CALUX-REP waarden kunnen afwijken van de generieke WHO-TEF waarden 
en worden vooral gebruikt bij de beoordeling en de verklaring van de DR-CALUX  
respons uit chemische gegevens in TIE studies (Toxicity Indentity Evaluation). 
In opdracht van het RIKZ is door Aarts en Palmer (2002) een omvangrijke inventarisatie 
gemaakt van ca. 430 stoffen met aangetoonde of vermoedelijke AhR-affiniteit in de DR-
CALUX test en andere in-vitro en in-vivo studies. De inventarisatie was bedoeld als  
database te gebruiken bij TIE studies aan sedimentmonsters met verhoogde DR-CALUX 
activiteit. De door Aarts en Palmer (2002) aangegeven mogelijke responsieve verbin-
dingen omvatten onder meer: dioxines (n=30), dibenzofuranen (n=101), PCBs (n=111), 
gebromeerde vlamvertragers (n=8), PAKs en Azarenen (stikstof-PAKs) en metabolieten 
daarvan (n= 118). De overige stoffen (n=62) betroffen: flavonen en coumarines (plant-
aardige stoffen, die een krachtige farmacologische werking vertonen), andere stikstof-
houdende organische verbindingen, farmaceutische producten, voedingsadditieven, geur-
stoffen, natuurlijke pigmenten, antioxidanten en natuurlijke toxinen (Klamer et al., 
2004). Het aandeel van de dioxineachtige stoffen in engere zin bedroeg ca. 60% (n=242). 
Het aandeel van PAKs en verwante verbindingen bedroeg ca. 25%.  
De mate waarin bijdragen in de DR-CALUX respons verwacht kunnen worden van z.g. 
transient inducers (zoals b.v. PAK’s) is sterk afhankelijk van de toegepaste voorbewer-
king en clean-up. In de clean-up worden zuur/base afbreekbare verbindingen en  
chemisch minder stabiele componenten verwijderd en blijven de stabiele dioxineachtige 
verbindingen over. De op dit moment beschikbare methoden gericht op dioxineachtige 
stoffen in engere zin zijn o.a. gebaseerd op: solid-phase chromatografie met aangezuurde 
silicakolommen (Murk et al., 1996, 1998; Houtman et al., 2004; Stronkhorst et al., 
2002), 2) al dan niet in combinatie met NaOH/zilvernitraat/silica (multi-layer) kolom-
men (Leonards and van der Veen, 2001). Voor de chemische bepaling van PCDD/F’s en 
andere dioxineachtigen wordt meestal een aanvullende fractionering over een koolstof-
kolom toegepast. De zure-silica kolom wordt het meest frequent toegepast in de scree-
ning van voedingsmiddelen, en is onderdeel van het CTT-protocol (Specie 07-E; RIKZ, 
2004). De methode is ook toegepast bij de screening van effluenten en producten uit de 
chloorindustrie (Van Hattum et al., 2004). Bij validatiestudies in het kader van dat  
onderzoek (Lamoree et al., 2004), bleek dat de meeste PAK’s effectief worden verwij-
derd, maar dat enkele lichtere PAK’s met een relatief lage responsfactor niet volledig 
worden verwijderd (benzo(b)fluoranteen: 85-90%; fluoranteen: 80%).  
In de door Leonards en van der Veen (2001) uitgevoerde validatiestudie voor de extrac-
tie gebruikt voor de DR-CALUX test is aangetoond dat bij de toepassing van het multi-
layer systeem in principe geen bijdragen meer te verwachten zijn van PAK’s en andere 
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transiente inducers. Deze methode is sinds 2004 opgenomen in het CTT-protocol voor de 
DR-CALUX test (Specie 07-E, RIKZ, 2004) naast de bestaande zure silica methode.  
Gezien de inzichten uit bovengenoemde validatiestudies wordt aanbevolen om bij de 
CTT bepalingen uitsluitend nog gebruik te maken van het multi-layer systeem. 
Voor de chemische analyse van dioxines en dioxineachtige stoffen wordt meestal een 
combinatie van alle beschreven clean-up en fractioneringstechnieken gebruikt (Pluim et 
al., 1992). Daarnaast is in sommige studies (Klamer et al., 2004; Houtman et al., 2004), 
waarbij ook de oestrogene activiteit wordt beoordeeld, gewerkt met een beperkte voor-
zuivering gebaseerd op gelpermeatie chromatografie (GPC), waarbij ook bijdragen van 
PAK’s zijn te verwachten. De met GPC clean-up gevonden respons (GPC-TEQ) in  
sediment uitgedrukt als TCDD-equivalente concentraties (TEQ), is in het algemeen  
aanzienlijk hoger (factor 50 - 2000) dan testen waarbij de zure silicakolom is toegepast 
(Si-TEQ) (Klamer et al. 2004).  
2.2 Betrouwbaarheid en validiteit 
De betrouwbaarheid en validiteit van de huidige in de CTT opgenomen testen en de zee-
klittest zijn voorafgaand aan de invoering in 2004 op uitgebreide schaal getest en  
geoptimaliseerd (Kater et al., 2000, 2001; Spier et al., 2002; Postma et al., 2002) en er is 
een uitgebreid kwaliteitsprogramma doorlopen (Schipper, 1999; Stronkhorst et al., 2004; 
Besselink et al., 2004). Voor alle testten zijn protocollen beschreven in een handboek 
(Schipper en Stronkhorst, 1999), waarin de procedures voor de kwaliteitsborging in  
detail zijn beschreven. De protocollen zijn vanaf 1999 regelmatig geactualiseerd (RIKZ 
2004, 2005a-c). Vrijwel alle rapportages over de optimalisering van de kwaliteit van de 
testen, de meest recente versies van de protocollen en overige relevante informatie zijn 
on-line beschikbaar via een website (www.zeeslib.nl).  
Voor alle testen zijn voorafgaand aan de invoering in 2004 validatie en interlabora-
toriumstudies uitgevoerd (Stronkhorst et al., 2004; Besselink et al., 2004) en zijn bij 
deelnemende laboratoria audits uitgevoerd (Te Nuyl, 2004). Sinds 2004 wordt voor de 
bioassays een gestandaardiseerde rapportage van resultaten, prestatiekenmerken en  
kwaliteitsborging toegepast. Bij de uiteindelijke invoering van de CTT in 2004 is de 
zeeklittest niet opgenomen, o.a. vanwege een onverklaard hoge respons voor een aantal 
sedimenten uit Noordelijke havens, die niet verklaard kon worden uit verschillen in  
gevoeligheid of de mate waarin aan randvoorwaarden en acceptatiecriteria was voldaan 
(Schipper, 2002). Een ander bekend probleem met de zeeklittest is het feit dat de voor de 
test benodigde leeftijd/grootte klasse niet altijd in het veld verzameld kan worden 
(Stronkhorst et al., 2004). In een uitgebreide evaluatie (Spier et al., 2002) is vastgesteld 
dat de zeeklittest verder voldoende robuust lijkt te zijn.  
Voor beoordeling van de validiteit en gevoeligheid dienen voorafgaand aan de laborato-
riumbepalingen controlesterfte met referentiesediment en de respons van een referentie-
stof te worden vastgesteld en vergeleken met vastgestelde criteria (TAC, test acceptatie 
criteria). Daarnaast zijn voor de verschillende testen aparte criteria en randvoorwaarden 
ontwikkeld om vals positieve testuitslagen zo goed mogelijk uit te kunnen sluiten, ten 
gevolge van bijvoorbeeld sulfide, ammonium, pH, sterk afwijkende saliniteit en lage 
zuurstofconcentraties in de Corophium-test (Postma et al. 2002; Schipper en Schout 
2004). Voor de Microtox-SP test zijn acceptatie criteria opgesteld voor pH, zuurstof, 
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ammonium en sulfide en is een correctieprocedure (software programma) opgesteld voor 
de aanwezigheid van fijn zwevend materiaal (<63 µm). De verhoogde kans op vals posi-
tieve respons bij aanwezigheid van veel fijn zwevend materiaal is een bekend probleem 
in de Microtox-SP test (Ringwood et al., 1997; Stronkhorst et al., 2003; Davoren et al., 
2005). 
In tabel 2.6 is een korte samenvatting gegeven van de een aantal prestatiekenmerken van 
de verschillende testen uit validatiestudies en de resultaten van interlaboratorium studies. 
De variabiliteit is uitgedrukt als 2 2 .CV (variatiecoëfficiënt in %), conform richtlijnen 
van de Raad van Accreditatie (RVA) en ISO en IUPAC normen voor de  
uitdrukking van meetonzekerheid. Deze maat voor de herhaalbaarheid (spreiding binnen 
laboratorium) en de reproduceerbaarheid (spreiding tussen laboratoria) is te beschouwen 
als een benadering van het 95% betrouwbaarheidsinterval van de te verwachten CV bij 
een minimaal aantal van 2 onafhankelijke replicaties om de meetonzekerheid vast te  
stellen.  
Tabel 2.6 Samenvatting prestatiekarakteristieken van de biotesten afgeleid uit door het 
RIKZ georganiseerde validatie- en inter-laboratoriumstudies. 
Test Endpoint Protocol Gevoeligheid Variabiliteit (als 2 2 .CV%)c Brone 









Slijkgarnaal Mort % 01 45 % 54 % 11–136 % (n=4) 
3-40 % (n=3)d 
[1] 
[1] 
   13 %f 28 %f  [3] 
Microtox-
SP 
TU 02 20 %  36 % 20 – 45 % (n=4) [1] 
DR-Calux ng TEQ/ 
kg 
07 0.2 ng TEQ/kg 30-68 % 3 – 28 % (n=6) 
8 – 57 % (n=6; incl 
extractie) 
[2] 
Zeeklit Mort % 03  21 % 8 – 141 % (n=4) 
6 – 25 % (n=3)d 
[1] 
a  Bron: Handreiking CTT (Inspectie V&W, 2005), bepaald op basis van respons van referentie 
toxicant. 
b  Lange termijn variabiliteit; bron: tabel 2 in Schipper en Schout (2004).  
c  Uitgedrukt als 2 2 .CV conform definities van RVA (Raad van Accreditatie) en ISO  
richtlijnen voor uitdrukken van meetonzekerheid.  
d  Bij niet in beschouwing nemen van laboratorium met sterk afwijkende waarden. 
e  [1] = Stronkhorst et al. (2004); [2] = Besselink et al. (2004); [3] Burger et al. (2003). 
f  Detectielimiet incl gemiddelde controle sterfte; korte termijn herhaalbaarheid (n=7). 
 
In principe zou op basis van de inmiddels honderden uitgevoerde testen in de periode 
1999-2005 een analyse gemaakt kunnen worden van de herhaalbaarheid zoals geregi-
streerd door de verschillende laboratoria. Echter, door de grote verschillen in rapportage-
format in het verleden en de decentrale rapportagestructuur lijkt het niet waarschijnlijk, 
dat dit eenvoudig uitgevoerd zou kunnen worden.  
 Instituut voor Milieuvraagstukken 16 
In de huidige protocollen is alleen voor de Corophium-test (Specie-01) een aanvaard-
baarheidscriterium opgenomen voor de herhaalbaarheid van de gehele test (CV < 20% 
bij 5 replicaties). Voor de DR-CALUX test is alleen voor de fase waarin extracten  
worden getest (Specie-07) een criterium gedefinieerd (CV < 15%) waarboven heranalyse 
is voorgeschreven. Voor de gehele procedure inclusief extractie (Specie-07-E) is geen 
criterium gedefinieerd. Voor de Mictotox-SP (Specie-02) zijn geen aanvaardbaarheids-
criteria opgenomen voor de herhaalbaarheid. Het zou aanbeveling verdienen indien voor 
de Microtox-SP en DR-CALUX een acceptatiegrens voor de herhaalbaarheid van de  
gehele testprocedure met gerepliceerde baggerspeciemonsters wordt opgenomen  
inclusief voorschriften en richtlijnen voor de frequentie van de bepaling van de herhaal-
baarheid. Daarnaast is het wenselijk indien in het standaardrapportage formulier voor de 
CTT biotesten een gestandaardiseerde en verplichte rapportage van de herhaalbaarheid 
wordt opgenomen voor alle testen.  
De voorgestelde opzet van de set van CTT bioassays is in 2001 door een internationale 
audit-commissie (Long et al., 2001) overwegend positief beoordeeld. Diverse aanbeve-
lingen zijn overgenomen in het huidige kwaliteitssysteem en een aantal voorgestelde  
onderwerpen zijn nader onderzocht.  
Dit betrof ondermeer het optimaliseren van de testcondities in de slijkgarnaaltest, waar-
bij in veel gevallen testresultaten verworpen moeten worden vanwege te hoge ammoni-
umgehalten. Er is een nieuwe testopzet ontwikkeld (Burger et al., 2005) met een lagere 
sediment-zeewater verhouding (1:8.5 versus 1:3 in het huidige CTT-protocol) waarbij 
overschrijdingen van de acceptatiecriteria voor ammonium in de meeste gevallen verme-
den kan worden. Op grond van vergelijkingsonderzoek met een aantal sedimentenmon-
sters waarbij ammonium toxiciteit waarschijnlijk geen rol speelt lijkt de nieuw voorge-
stelde test tot een gemiddeld lagere respons (ca. 20-40%) te leiden ten opzichte van het 
huidige protocol, maar de verschillen zijn door de herhaalbaarheid van de test niet signi-
ficant (Peene et al., 2005; Burger et al., 2005). De concentraties van o.a. enkele zware 
metalen en PAK’s in de waterfase waren vergelijkbaar in het bestaande en nieuw voor-
gestelde testsysteem. Daarnaast is de aanbeveling uitgewerkt om tot een chronische test 
voor de slijkgarnaal te komen met meer gevoelige en ecologisch relevante subletale end-
points, zoals groei en reproductie (Kater, 2004). Voor de chronische slijkgarnaaltest (49 
dagen) is inmiddels een concept protocol opgesteld (Kooman, 2005). Er zijn nog geen 
resultaten beschikbaar van vergelijkend onderzoek met veldsedimenten. In een door 
Aquasense uitgevoerde validatiestudie (Burger et al., 2003) voor de 10-dagen slijkgar-
naaltest volgens het standaardprotocol (Specie-01) werd een korte termijn herhaalbaar-
heid vastgesteld van 28% (n=7) voor test-sediment uit de haven van Den Helder. Op  
basis van testen met de referentietoxicant (ammoniumchloride) in de periode 1999 t/m 
2002 (LC50-72 uur: 134 ± 37 mg/L, n=45) werd een lange termijn herhaalbaarheid vast-
gesteld van 78%. In een recente interlaboratorium studie (9 laboratoria) met 4  
verschillende soorten amphipoden (Casado-Martinez et al., 2006), waaronder de slijk-
garnaal, werd voor de reproduceerbaarheid van 5 sedimentmonsters (exclusief het blan-
co-controle monster) een gemiddelde waarde gevonden van 23% (range 10% - 33% ; 
uitgedrukt als variatiecoefficiënt). In een oudere studie van Bowmer (1993) met de slijk-
garnaal en ‘spiked sediments’ werd een range van 39-52% gevonden voor de variatieco-
efficiënt.  
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Ten aanzien van de openstaande vragen rondom zeeklittest is een kritische evaluatie  
uitgevoerd (Spier et al., 2002), op grond waarvan geconcludeerd werd dat het testproto-
col op zich voldoende robuust was, maar waarbij geen finale verklaring gevonden kon 
worden voor de verhoogde respons in sediment uit noordelijke havens. Om mogelijke 
ruimtelijke en seizoensafhankelijke variatie in gevoeligheid van in het veld verzamelde 
dieren te kunnen vermijden, zijn studies opgezet om te komen tot een gestandaardiseerde 
test met gekweekte dieren. In een recente tussenrapportage (Dubbeldam et al., 2005) zijn 
opmerkelijke resultaten beschreven van geslaagde experimenten om zeeklitten onder  
laboratoriumomstandigheden tot voortplanting aan te zetten. Op grond van verkennende 
experimenten met gekweekte zeeklitten blootgesteld aan veldsedimenten werden aanwij-
zingen gevonden voor een verbeterde herhaalbaarheid en een mogelijk lagere gevoelig-
heid ten opzichte van in het veld verzamelde dieren. Verdere studies met specifieke stof-
fen (o.a. TBT), kwaliteitsborging en het vaststellen van prestatiekenmerken lopen op dit 
moment nog.  
Ten aanzien van de Microtox-SP test zijn aanvullende studies uitgevoerd gericht op de 
optimalisering van o.a. de herhaalbaarheid, zwevend-stofcorrectie, en doseringsaspecten 
(Keijzers en Van der Hoeven, 2004; Postma en Keijzers, 2005). Dit heeft o.m. geleid tot 
aanbevelingen voor de te kiezen verdunningsreeksen, die nog niet in de meest recente 
versie van het protocol (2005) zijn opgenomen. Uit de experimenten bleek verder, dat de 
op mariene (referentie)sedimenten gebaseerde correctieprocedure voor het aandeel van 
deeltjes met een korrelgroote van <63 µm (Stronkhorst et al. 2003b) en het ontwikkelde 
software programma EC50MSPt (Van der Hoeven, 2002) mogelijk niet voldoen voor 
sedimenten met een andere samenstelling en afkomstig uit bijvoorbeeld gebieden met  
lage saliniteit. In de correctieprocedure wordt geen informatie gebruikt over het aandeel 
van de lagere grootteklasses (<16 µm of <2 µm), die waarschijnlijk een veel grotere  
invloed hebben op de respons. Tevens bleek de duur van het mengen van sediment en 
testmedium van invloed op de respons, en is de in het protocol opgenomen aanwijzing 
van minimaal 10 minuten roeren niet toereikend. Vooral bij anoxische sedimenten zullen 
bij het contact met zuurstof in deze tijdsduur de aan sulfiden gebonden metalen al  
gedeeltelijk gemobiliseerd kunnen worden. Uit desorptie-experimenten met organische 
verbindingen zoals PAK’s, PCB’s en chloorbenzenen is bekend, dat de als snel uitwis-
selbaar te beschouwen fractie van de aan het sediment gebonden stoffen gedurende de 
eerste 6 uur voor een deel gemobiliseerd kan worden (Cornelissen, 1999; Ten Hulscher 
2005). Het is niet uit te sluiten en mogelijk waarschijnlijk, dat de voorgestelde tijdsduur 
voor sediment-water uitwisseling in het protocol (>30 minuten, waarvan >10 minuten 
voorafgaand aan de test en 20 minuten tijdens de test) een onderschatting levert van de 
biologisch beschikbare fractie. De in Postma en Keijzers (2005) beschreven experimen-
ten gaven verder aanwijzingen, dat alleen blootstelling aan de waterfase een vergelijk-
bare respons opleverde ten opzicht van blootstelling aan het sediment-water systeem, en 
dat er blijkbaar geen sprake is van additionele opname ten gevolge van contact met het 
sediment. De experimenten zijn echter op te beperkte schaal uitgevoerd om definitieve 
conclusies te kunnen trekken. De in voornoemde studies waargenomen herhaalbaarheid 
(CV ca. 16-39%) ligt overigens in dezelfde orde van grootte van gegevens uit ringstudies 
met de standaard Microtox test (Ribo, 1997; Ribo et al., 2001; Farre et al., 2004) met  
afvalwater (gerapporteerde variatiecoëfficiënten voor herhaalbaarheid: ca. 10-38% en  
inter-lab reproduceerbaarheid: 15 – 30%). Een mogelijke oplossing - met beperkte addi-
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tionele kosten - voor de problemen rondom de beperkte sediment-water uitwisseling en 
de correctie voor fijn sediment in de MSP test zou gevonden kunnen worden door naast 
de bestaande MSP test ook de standaard Microtox test uit te voeren met poriewater of 
met behulp van biomimetische technieken (extractie van sediment met b.v. Tenax of  
Siliconen rubber sheets) gedoseerde water monsters. Het in tandem toepassen van de 
MSP en de standaard Microtox test, beschreven in o.a. Burton et al. (2001) en Davoren 
et al. (2005), kan aanvullende informatie opleveren over mogelijke vals-positieve (fijn 
sediment correctie) of vals-negatieve respons (beperkte sediment-water uitwisseling) in 
de MSP test.  
Bij de DR-CALUX test heeft optimalisering en nader onderzoek plaats gevonden van 
extractie- en clean-up methoden (Leonards en Van Veen, 2001; Klamer et al., 2004, 
2005) en zijn toepassing van ASE-extractie, TBA ontzwaveling en clean-up over een 
multi-layerkolom opgenomen in het bestaande protocol (Specie-07-E; RIKZ, 2004). In 
het huidige protocol zijn (onder 4.4) zowel de multi-layerkolom als de zure silicakolom 
als clean-up toegestaan. Gezien de betere performance van de multi-layerkolom kan een 
keuze voor dit systeem aanbevolen worden.  
De kwaliteitsbewaking van de feitelijke in-vitro test is identiek aan de maatregelen, die 
bij de screening van voedingsmiddelen met de DR-CALUX worden toegepast en op  
uitgebreide schaal zijn getest (Overmeiere et al., 2001; Schoeters et al., 2004). De presta-
tiekenmerken zijn in overeenstemming met voorschriften in nationale en Europese  
regelgeving (EC, 2001) m.b.t. monitoring van dioxineachtige stoffen in voedingsmidde-
len en andere producten. Vooral de kans op vals negatieve waarnemingen is gering en de 
gevoeligheid is vergelijkbaar met chemische screening van PCDD/F’s en coplanaire 
PCB’s, zoals bleek uit studies aan voedingsmiddelen (Schoeters et al., 2004), bagger-
specie (Stronkhorst et al., 2002), en industriële effluenten en producten (Van Hattum et 
al., 2004). De kans op vals positieve waarnemingen, in de zin van inductie door niet  
dioxineachtige stoffen is bij toepassing van de multi-layerkolom als zeer gering te  
beschouwen.  
Samenvattend kan gesteld worden dat in het kader van de ontwikkeling van de biotesten 
voor de CTT veel aandacht is besteed aan standaardisatie, optimalisering en kwaliteits-
bewaking. De reproduceerbaarheid van de Microtox-SP en de 10-d Corophium test zijn 
vergelijkbaar met gegevens en inzichten voor vergelijkbare testen (EPA, 1996, ASTM 
1997, Ribo et al., 2001;Nenzda 2002; Chapman et al., 2002). Voor de Microtox-SP  
blijven er vragen ten aanzien van de zwevend stof correctie en de blootstellingscondities 
tijdens de test en het is de vraag in hoeverre de herhaalbaarheid verder verbeterd kan 
worden. De MSP test lijkt op dit moment met name geschikt voor voorscreening van 
grote hoeveelheden monsters. Aanbevolen wordt om te overwegen of additionele bepa-
ling met de standaard Microtox test van de toxiciteit met de poriewater of biomimetisch 
gedoseerde systemen een zinvolle aanvulling kan vormen. Ten aanzien van de 10-d  
Corophium test en de problematiek van vals-positieve respons ten gevolge van ammoni-
umtoxiciteit lijkt de voorgestelde aanpassing van het bestaande protocol een groot deel 
van de problemen weg te nemen, maar is er nog onvoldoende ervaring om definitieve 
conclusies te trekken.  
De prestatiekenmerken van de DR-CALUX test voldoen wat betreft het in-vitro gedeelte 
aan internationale eisen. De toegestane opties in het protocol bij de clean-up van extrac-
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ten dienen verder ingeperkt te worden. Voor de nieuw voorgestelde testen (de chronische 
Corophium test en de Echinocardium test met gekweekte dieren) is nog onvoldoende 
materiaal beschikbaar om een beoordeling te kunnen geven. Verder wordt geadviseerd 
om voor alle testen specifieke richtlijnen op te nemen in de protocollen voor de bewa-
king en rapportage van de herhaalbaarheid. 
2.3 Mengseltoxiciteit 
Een belangrijk argument voor de invoering van bioassays was dat hiermee in indruk  
verkregen kon worden van mogelijke risico’s van blootstelling aan mengsels van stoffen 
en onbekende interacties tussen deze stoffen. Vooral de standaard Microtox test en voor-
lopers hiervan worden al meer dan 20 jaar toegepast (Hermens et al.1985, Chen en 
Chiou 1995; Altenberger et al. 2000, Choi et al. 2004). Veel van de huidige inzichten en 
theorievorming rondom mengseltoxiciteit (Warne, 2003) zijn gebaseerd op experimenten 
met dit systeem. Er zijn geen internationale publicaties gevonden, waarbij de in veld-
monsters gemeten respons van Vibrio fischeri (noch in de standaard Microtox test of in 
de MSP test) op basis van een mengseltoxiciteitsmodel verklaard kon worden uit  
chemische blootstellingsgegevens. Gezien de onduidelijkheden rondom de biologische 
beschikbaarheid van sedimentgebonden stoffen in de Microtox-SP test zijn aan een  
dergelijk berekening grote onzekerheden verbonden.  
De DR-CALUX test is uitermate gevoelig voor verschillen in samenstelling van  
complexe mengsels van dioxineachtige stoffen en wordt om die reden al enkele jaren als 
voorscreening voor de monitoring van dioxines in voedingsmiddelen gebruikt. In tal van 
in-vivo en in-vitro testsystemen is vastgesteld dat in de meeste gevallen de verschillende 
dioxineachtige stoffen een additieve werking hebben (Van den Berg et al., 1998) en dat 
de totale activiteit van mengsels beschreven kan worden met generieke TEF waarden 
(toxicity equivalent factor) of test-specifieke REP waarden (relative effect potency).  
Tussen op basis van generieke TEF waarden en (met GC-MS bepaalde) concentraties 
van PCDD/F’s en coplanaire PCB’s berekende totale equivalente TCDD concentraties 
(GCMS-TEQ), en de gemeten respons in de DR-CALUX test (CALUX-TEQ) zijn zeer 
goede correlaties gevonden in studies aan deze stoffen in otters (Murk et al., 1996),  
voedingsmiddelen (Schoeters et al., 2004), en industriële (lucht)emissies (Van Hattum et 
al., 2004). In enkele studies met baggerspecie kon op deze wijze een deel van de activi-
teit worden toegeschreven aan aanwezige PCDD’s, PCDF’s en PCB’s. In de studie met 
sediment uit het Rijnmondgebied van Stronkhorst et al. (2002) werd gemiddeld 50% van 
de activiteit toegeschreven aan PCDD/F’s en ca. 6% aan coplanaire PCB’s. In een studie 
in het Zeehavenkanaal (Delfzijl) kon door Klamer et al. (2004) meer dan 40% van de 
waargenomen DR-CALUX respons worden toegeschreven aan deze stoffen. De niet  
verklaarde respons (ca. 40-60%) wordt meestal toegeschreven aan bijdragen van niet 
gemeten dioxineachtige stoffen en niet bekende interacties.  
Met betrekking tot de gevoeligheid van Corophium en Echinocardium voor mengsel  
effecten geven de studies van Brils en al. (2002) aan dat deze soorten in principe in staat 
zijn de grote verschillen in toxiciteit van complexe oliemengsels weer te geven. In een 
gerelateerde studie zijn met modelberekeningen en QSAR’s, gebaseerd op de door  
Verbruggen (1999) voorgestelde benadering, schattingen gemaakt van de te verwachten 
interne concentraties van oliecomponenten in de organismen en kon aannemelijk  
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gemaakt worden dat de waargenomen respons in de gebruikte testen (slijkgarnaal, zee-
klit, Microtox-SP) toegeschreven zouden kunnen worden aan een verondersteld narco-
tisch werkingsmodel (Van Hattum et al., 2000). 
2.4 Vangnetfunctie 
Ten aanzien van de vraag in hoeverre de huidige combinatie van in de CTT opgenomen 
testen en genoemde kandidaat-testen als een vangnet zouden kunnen fungeren voor de 
aanwezigheid van onbekende stoffen of mengsels, is het duidelijk dat de huidige acute 
testen onvoldoende inzicht zullen geven in o.a.:  
• Chronische en subletale effecten van langzaam accumulerende stoffen, zoals van  
toepassing voor de meeste stoffen met een PBT-karakter. Alleen voor PBT stoffen 
met een dioxineachtige werking is de DR-CALUX test als voldoende gevoelig te  
beschouwen;  
• Effecten van specifiek werkende stoffen op niet in de testbatterij opgenomen taxa, 
zoals bijvoorbeeld effecten van herbiciden op algen; 
• Niet in de testen opgenomen werkingsmechanismen: b.v. hormonale verstoring,  
mutageniteit, carcinogeniteit, neurotoxiciteit, fotosyntheseremming; 
• Effecten op hogere integratieniveaus (populatie-, en ecosysteemniveau); 
• Indirecte effecten van accumulerende stoffen, zoals doorvergiftiging (accumulatie in 
voedselketens en met effecten op een hoger trofisch niveau) en effecten op populatie 
of ecosysteemniveau. 
Voor de beoordeling voor de geschiktheid als vangnet voor een signalerende functie  
spelen verder de eerder genoemde criteria (p.9) een rol, die deels ook overlappen met 
criteria voor de selectie van testen voor ecologische risicobeoordeling. 
Het probleem van de selectie van de juiste soorten en testparameters speelt in diverse  
nationale en internationale monitoringprogramma’s (Chapman et al., 2002; Nendza, 
2000; Peters et al., 2002; Munns et al., 2002). In de Amerikaanse benadering, waar al 
sinds de zeventiger jaren wordt gewerkt met biologische beoordeling, zijn in een getrapte 
beoordeling (TIER I-IV) naast toxiciteitstesten ook bioaccumulatietesten opgenomen. Er 
zijn geen vaste biotesten voorgeschreven, de keuze is mede afhankelijk van het  
ontvangende ecosysteem (Munns et al., 2002). Voor een groot aantal mogelijk geschikte 
testsoorten (kreeftachtigen, tweekleppigen, anneliden, stekelhuidigen en vissen) zijn  
gestandaardiseerde testprotocollen beschikbaar (EPA and US-ACE, 1998). Aanbevolen 
criteria voor de selectie van testsoorten zijn o.a.: gevoeligheid en levensstadium van de 
soort in relatie tot locatiespecifieke probleemstoffen, fylogenetische verwantschap met 
aanwezige soorten op de ontvangende locatie, ecologische relevantie van de testparame-
ters, vertegenwoordiging van verschillende trofische niveaus, fyla en functionele  
groepen (filter-, deposit feeders). Amphipoden (waartoe o.a. de slijkgarnaal behoort) 
worden in het algemeen als ecologisch relevant en voldoende gevoelig beoordeeld 
(Nendza, 2000; Chapman et al., 2002; Peters et al., 2002).  
Peters et al. (2002) beschrijven de motivering en opzet van lopende evaluatie- en valida-
tiestudies van sediment biotesten in Duitsland, waar is gekozen voor een combinatie van 
gestandaardiseerde testen van het poriewater met Vibrio fischeri en een algentest  
(Phaeodactylum tricornutum; 3-d groeiremming/ reproductie) en van het sediment met 
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Corophium volutator (10-d, mortaliteit, ingraafgedrag). In een recente Ierse studie zijn 
een aantal mogelijke testen vergeleken door Davoren et al. (2005) en zijn een algentest 
(Skeletonema costatum) en Microtox test met poriewater en de Microtox-SP test met  
sediment voorgesteld als kandidaat testen voor sedimentbeoordeling. 
In een door De Zwart en Sterkenburg (2002) beschreven studie werden geconcentreerde 
extracten van oppervlaktewatermonsters gescreend met vijf verschillende bioassays  
(algentest, standaard Microtox test, en 3 testen met kreeftachtigen: Daphnia IC- , Rotox- 
en Thamnotox-test). Op basis van de waargenomen toxiciteitsprofielen werden locatie-
specifieke soortgevoeligheidsverdelingen (SSD’s) berekend, waarmee een schatting  
gemaakt werd van het % soorten (PAF, potentially affected fraction) dat mogelijk bloot-
gesteld was aan concentraties waarbij effecten niet uitgesloten konden worden (boven de 
NOEC). Op grond van een evaluatie van literatuurgegevens werd voor de omrekening 
van acute EC50 waarden naar chronische NOEC waarden gewerkt met een omrekenings-
factor van 10. De respons van verschillende testen vertoonde een zeer geringe correlatie, 
duidend op locatieafhankelijke verschillen in de respons van de verschillende testen. 
Over het geheel bleek de Microtox test het meest responsief.  
In een recent afgerond onderzoek naar de aanwezigheid van gechloreerde PBT stoffen in 
emissies en producten van bedrijven uit de chloorketen is voor de screening van afval-
water (Lamoree et al.,2004; Gerritsen et al., 2004) gewerkt met een test batterij met  
2 in-vivo testen (22-h chronische Microtox test; 8-d early-life stage zebravis test) en  
3 in-vitro testen voor de detectie van stoffen met een dioxineachtig werkingsmechanisme 
(DR-CALUX; EROD inductie in carp-hepatocyt test) en met een (anti)oestrogene  
werking (vitellogenine inductie in carp-hepatocyt test). Door de combinatie van in-vitro 
en in-vivo testen kon worden voldaan aan uiteenlopende eisen ten aanzien van gevoelig-
heid, selectiviteit en relevantie voor verdere risicobeoordeling. Een van de overwegingen 
bij de keuze voor de zebravis-ELS test was, dat hiermee deels ook bioaccumulerende 
stoffen konden worden afgedekt, zonder aparte kostbare bioaccumulatie-experimenten 
uit te hoeven voeren.  
Vanuit het oogpunt van het samenstellen van een meer omvattend vangnet en kosten-
effectiviteit zou uitbreiding met (een set van) werkingsspecifieke in-vitro assays en het 
eventueel opstellen van toxicieitsprofielen een optie kunnen zijn. In de studies van 
Houtman et al. (2002, 2004), Hamers et al. (2000) en Legler (2001) zijn voorbeelden  
gegeven hoe deze assays ingezet kunnen worden voor screening van milieumonsters of 
voor TIE onderzoek gebruikt kunnen worden. In een recent afgerond Europees project 
naar voorkomen en risico’s van gebromeerde vlamvertragers (FIRE project, 5e kader-
programma) zijn een groot aantal vlamvertagers gescreend op verschillende soorten van 
hormoonverstoring (agonist/antagonist m.b.t. androgeen, progestrogeen, oestrogeen, 
schildklierhormoon). Op grond van multivariate analyse konden de stoffen in verschil-
lend groepen met overeenkomstige profielen van hormoonverstoring worden ingedeeld 
(Hamers et al., in prep). Op de middellange termijn valt ook te verwachten dat uit diver-
se nu lopende onderzoeksprogramma’s op het gebied van Ecogenomics en Toxicogeno-
mics technieken (micro arrays) beschikbaar zullen komen voor de screening en beoorde-
ling van de kwaliteit van milieumonsters op basis van gen-expressieprofielen voor een 
groot aantal soorten, stoffen en andere stressfactoren. 
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Afgezet tegen de inspanningen rondom het verbeteren van de robuustheid en validiteit 
van de huidige CTT testen, kan de vraag gesteld worden of het vanuit het verbeteren van 
de vangnetfunctie voor signalering niet wenselijk zou zijn om uitbreidingen te overwe-
gen naar andere trofische niveaus (b.v algen of vis-embryo test) of relevante mechanisme 
gebaseerde in-vitro testen voor hormonale verstoring.   
2.5 Conclusies signalering en vangnet 
Zowel voor de standaard Microtox test en de DR-CALUX test zijn voor een grote  
hoeveelheid stoffen gegevens voorhanden en is uit vergelijkend onderzoek gebleken dat 
beide testen als gevoelig beschouwd kunnen worden voor de acute effecten van een 
breed spectrum aan stoffen (Microtox), dan wel voor specifieke target stoffen met een 
dioxineachtig werkingsmechanisme (DR-CALUX). Voor de Microtox-SP test zijn  
nauwelijks stofspecifieke gegevens uit spiked-sediment tests beschikbaar om  
aannemelijk te kunnen maken dat dit ook voor de MSP test geldt.  
Voor de 10-d Corophium test en de test met de zeeklit (Echinocardium) zijn slechts  
beperkt stofspecifieke gegevens beschikbaar uit toxiciteitstesten. Op grond van vergelij-
kend onderzoek met veldsedimenten lijkt het voor de Corophium-test aannemelijk, dat 
ook deze soort als voldoende gevoelig beschouwd mag worden. Voor de zeeklit kan dit 
niet worden vastgesteld of onderbouwd. Voor alle in-vivo testen in de CTT geldt, dat de 
beschikbare informatie overwegend betrekking heeft op acute toxiciteit, en dat de  
informatie over chronische toxiciteit voor deze soorten zeer beperkt is of ontbreekt. 
Voor de standaard Microtox test (met watermonsters) en DR-CALUX test zijn meerdere 
mengseltoxiciteitsstudies uitgevoerd, op grond waarvan duidelijk is dat deze testen zeer 
gevoelig kunnen zijn voor effecten van complexe mengsels. Voor de MSP, Corophium 
en Echinocardium zijn de beschikbare gegevens te beperkt om conclusies te kunnen 
trekken.  
Wat betreft de prestatiekenmerken van de huidige CTT-biotesten lijkt op dit moment  
alleen de DR-CALUX voldoende gestandaardiseerd en gevalideerd om een volwaardige 
signalerende en vangnetfunctie voor de aanwezigheid van dioxineachtige stoffen te  
kunnen vervullen. Indien ten aanzien van extractie en opzuivering gekozen wordt in het 
protocol (Specie-07E) voor een systeem, waarbij alleen dioxineachtige stoffen (in engere 
zin) overblijven (clean-up met multi-layerkolom), zou deze test mogelijk ook voor  
diskwalificerende doeleinden in aanmerking kunnen komen. 
Voor de overige CTT testen (Microtox-SP, 10-d Corophium) blijven er ten aanzien van 
signalerende- en vangnetfunctie onzekerheden ten aanzien van de kans op vals-positieve 
en negatieve uitslagen. Voor de nieuw voorgestelde testen (de chronische Corophium 
test en de Echinocardium test met gekweekte dieren) is nog onvoldoende materiaal  
beschikbaar om een beoordeling te kunnen geven van de gevoeligheid en robuustheid.  
Met uitzondering van de DR-CALUX test kan geen met literatuurgegevens onderbouw-
de beoordeling gegeven worden van de gevoeligheid voor onbekende of niet-gemeten 
stoffen en/of mengselinteracties en kan niet worden onderbouwd dat de huidige selectie 
geschikt zou zijn als een allesomvattend vangnet. De signalerende functie van de MSP 
en de 10-d Corophium test is beperkt met betrekking tot: subletale effecten, chronische 
effecten, risico’s van doorvergiftiging, effecten bij gevoelige levensstadia, een aantal  
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relevante werkingsmechanismen, waaronder hormoonverstoring, en effecten op hogere 
integratieniveaus (populatie, ecosysteem niveau). Ten aanzien van voor het beleid  
relevante stofgroepen, lijkt ook de signalerende functie voor PBT, vPvB en CMR stoffen 
beperkt.  
Samenvattend kan gesteld worden dat met de huidige biotesten in de CTT een beperkte 
signalerende functie wordt vervuld maar dat de drie testen niet gezien kunnen worden als 
een dekkend vangnet voor onbekende stoffen en mengsels. Afgezet tegen de inspan-
ningen gericht op het verder verbeteren en verfijnen van de bestaande testen, zou over-
wogen kunnen om verbetering van de vangnetfunctie te realiseren door uitbreiding met 
additionele soorten (algen, vis-embryo) en werkingmechanismen (hormonale verstoring). 
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3. Verkennende berekeningen t.a.v. diskwalificatie 
3.1 Database gegevens 1999-2004 
Op grond van door het RIKZ aangeleverde monitoringsgegevens van regionale beheer-
ders en vergunningverlenende instanties, zijn de in de Speciebos database opgenomen 
gegevens voor de periode 1999 t/m-2002 opgeschoond en aangevuld met de gegevens uit 
2003 en 2004. De beschikbare gegevens uit 2005 zullen in een later stadium worden  
ingevoegd. Onderstaand een beperkte analyse op basis van de nog niet complete dataset.  
Eerdere berekeningen (Stronkhorst, 2003; Schipper en Schout, 2004) waren tot nu toe 
gebaseerd op een beperkte dataset waarvoor zowel chemie- als bioassaygegevens  
beschikbaar voor waren (gegevens periode 1999-2002; n=279 havenvakken). De aange-
vulde database met gegevens voor 1999 t/m 2004 omvat nu 1085 havenvakken waarvoor 
chemiegegevens voorhanden zijn. Voor 906 havenvakken zijn ook gegevens m.b.t.TBT 
beschikbaar (en kan de CTT beoordeling uitgevoerd worden). Het aantal havenvakken 
waarvoor bioassay gegevens beschikbaar zijn (waarbij werd voldaan aan acceptatie  
criteria) bedraagt: 822 voor Corophium, 681 voor Microtox-SP, 903 voor DR-CALUX, 
en 267 voor Echinocardium (alleen bepaald in 1999 en 2000). Daar TBT en de afzonder-
lijke bioassays niet altijd in overeenkomstige vakken voorkomen, is de dataset met  
gepaarde chemische en biologische waarnemingen (1 of meer biotesten) beperkt tot 572-
















Figuur 3.1 Aantallen havenvakken waarvoor gegevens zijn opgenomen in de  
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In figuur 3.1 de verdeling van de verschillende parameters over de verschillende jaren 
weergegeven. Opvallend is dat in 2002 Microtox sterk ondervertegenwoordigd is (o.a 
vanwege het hoge aantal vakken waarin niet werd voldaan aan de test acceptatie criteria 
(TAC’s). Daarnaast is de Microtox-SP en Corophium ook in de periode 1999-2002  
ondervertegenwoordigd ten opzichte van de DR-CALUX ten gevolge van het niet  
voldoen aan de TAC’s. Een overzicht van de frequentieverdeling van de respons van de 
verschillende bioassays is opgenomen in appendix II. 
3.2 Beoordeling op basis van biotesten 
In figuur 3.2 zijn de overeenkomsten en verschillen tussen de chemische en biologische 
beoordeling weergegeven, bij toepassing van de in de CTT geformuleerde criteria en een 
toetswaarde voor TBT van 250 µg Sn /kg dry wt (hier als CTT-250 toetsscenario aange-
geven). In 80% van de gevallen vindt overeenkomstige toewijzing plaats: 72% wordt 
zowel op grond van chemie en biotesten toegelaten (aangegeven als resp. Chemie+ en 
Bio+) en 8% wordt in beide gevallen afgewezen (aangegeven als Chemie- en Bio-). In 
20% van de gevallen is de toewijzing verschillend (17% met Chemie+ en Bio-; 3% met 









Figuur 3.2  Overeenkomst en verschillen van toewijzing (% goedgekeurde of  
afgekeurde havenvakken) op basis van chemische criteria (CTT-250) en 
bioassays (n=572). Toelichting: zie tekst. 
In figuur 3.3 is aangegeven dat bij het diskwalificerend laten zijn van de bioassays onder 
de huidige CTT beoordeling (CTT-250), het percentage afgekeurde vakken zal stijgen 
van gemiddeld 11% naar 28% (stijging 17%). Tevens is in figuur 3.4 aangegeven wat de 
consequenties zijn van verschillende toetsingscenario’s: UGT (de tot 2004 van kracht 
zijnde uniforme gehalten toets) en de CTT zonder met verschillende normen voor TBT 
(CTT no TBT, CTT-250, CTT-100).  
Bij het overzicht van de toename van de afgekeurde fracties (van het aantal per jaar  
(figuur 3.4) valt op dat met name in 2002 een sterke toename plaatsvindt; dit wordt  
veroorzaakt door het geringe aantal waarnemingen voor Microtox-SP in vakken  

































Figuur 3.3  Toename van de fractie afgekeurde havenvakken bij het diskwalificerend  
laten zijn van de bioassays onder verschillende toetsingsregimes (voor 572 
havenvakken; periode 1999 t/m 2004). Tevens is het aandeel van TBT als  
afkeuringsgrond aangegeven en is ter vergelijking de chemische beoorde-
ling conform de UGT aangegeven. 
 
 
Figuur 3.4  Toename van de fractie afgekeurde havenvakken bij het diskwalificerend  
laten zijn van de bioassays, uitgespitst naar jaar en verschillende  
toetsingsregimes. 















Fractie van vakken die additioneel afgekeurd zouden worden bij 
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3.3 Samenhang met chemische parameters en omgevingsvariabelen 
Een eerste voorlopige analyse van mogelijke enkelvoudige correlaties (non- 
parametrische Spearman’s Rho test, zie appendix III) leverde een beperkt aantal zwakke 
maar significante correlaties tussen de bioassay respons en chemische parameters / sedi-
mentkarakteristieken (organisch stof, korrelgrootte) voor de Microtox-SP en de  
DR-CALUX, waarvan een beperkt deel met een R groter dan 0.3 of kleiner dan –0.3. 
Voor de Corophium test werden geen significante correlaties gevonden met een R groter 
dan 0.2 en kleiner dan –0.2. De gevonden enkelvoudige correlaties voor Microtox en  
DR-CALUX hebben zonder aanvullende analyse van covariantie tussen de verschillende 
parameters geen betekenis en lijken vooral samen te hangen met de totale hoeveelheid 
verontreiniging, die ook in sterke mate samenhangt met de korrelgrootteverdeling en het 
organisch koolstof gehalte.  
 
Parameters met correlatiecoefficient (Spearman’s Rho) met R<-0.3 of R>0.3:  
Microtox-SP:  <2µm, <63 µm, Org-C, As, HCB, Som-DDT, en TBT  
DR-CALUX:  <2 µm, <63 µm, Org. stof, Olie, PAK’s, Som-DDT, As, Cd, Cu, Hg, Ni, 
Pb, Zn,  
 
Toepassing van lineaire multiple regressie op basis van niet getransformeerde gegevens 
leverde een lage verklaarde variantie voor de voorspelling van de Microtox-SP respons 
uit chemische parameters (R2= 0.38; N=277) met enkele significante regressiecoëfficiën-
ten (Cd, Cr, Hg, Ni, Olie, TBT en fractie <2 µm), die in een aantal gevallen negatief  
waren (Cd, Cr,) en waarvoor geen zinvolle interpretatie voor gegeven kan worden. Voor 
de Corophium respons werd geen significante regressie gevonden. Bij de DR-CALUX 
respons werd een lage verklaarde variantie gevonden (R2 = 0.22, N=227) met een signi-
ficante regressiecoëfficiënt voor: organisch koolstof, minerale olie, en de fractie <63 µm.  
Eerder is door Stronkhorst et al. (2003) met partial least square (PLS)-regressie) op basis 
van een deel van de data (1999-2002 gegevens) voor Microtox-SP een verband gevon-
den met de totale gehalten aan verontreinigingen. De hierboven aangegeven observaties 
passen in dit beeld.  
De bevinding dat alleen in de gevallen van extreem hoge of lage verontreinigingsgraad 
een overeenkomst wordt gevonden tussen chemische en biologische beoordeling is in 
lijn met bevindingen uit Noord-Amerikaanse studies (Chapman et al., 2002). Het ontbre-
ken van correlaties en covariatie in het middengebied is een sterke aanwijzing dat de 
chemische en biologische beoordeling complementair is. Ook in de door Schipper en 
Schout (2004) beschreven analyse (PCA en clusteranalyse) werd geconstateerd dat er 
nauwelijks verbanden waren tussen chemische gehalten en de biologische respons. 
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Appendix II. Frequentieverdeling van de respons in de verschillende biotesten over alle 














Figuur 3.2 Frequentieverdeling van respons van de verschillende biotesten: Slijkgarnaal (Specie-01 Protocol), Microtox-SP (Specie-02 Protocol) 
en DR-CALUX (Specie-07 Protocol). Periode: 1999-2004. 
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Appendix III. Correlatie-analyse (Spearman’s Rho - non-parametrisch) 
 
Correlations
1.000 .607** .859** .721** .230** .740** .757** .798** .748** .809** .616** .560** .505** .516** .818** .317** -.062 .104** .396** .419** .435** .398** .761**
. .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .205 .004 .000 .000 .000 .000 .000
1085 1079 1085 1085 1058 1079 1075 1010 1062 1085 1054 622 875 1020 1085 991 426 769 624 266 866 906 1085
.607** 1.000 .757** .810** .045 .822** .429** .475** .461** .704** .748** .360** .512** .709** .803** .126** -.460** .166** .026 .009 .603** .147** .845**
.000 . .000 .000 .146 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .519 .881 .000 .000 .000
1079 1079 1079 1079 1057 1079 1069 1010 1062 1079 1048 622 869 1020 1079 991 426 768 624 266 860 900 1079
.859** .757** 1.000 .832** .150** .849** .698** .756** .703** .926** .719** .519** .595** .636** .883** .241** -.331** .106** .270** .397** .578** .288** .873**
.000 .000 . .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .003 .000 .000 .000 .000 .000
1085 1079 1085 1085 1058 1079 1075 1010 1062 1085 1054 622 875 1020 1085 991 426 769 624 266 866 906 1085
.721** .810** .832** 1.000 .078* .848** .545** .614** .587** .849** .812** .488** .600** .820** .927** .196** -.391** .086* .223** .343** .627** .294** .951**
.000 .000 .000 . .011 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .017 .000 .000 .000 .000 .000
1085 1079 1085 1085 1058 1079 1075 1010 1062 1085 1054 622 875 1020 1085 991 426 769 624 266 866 906 1085
.230** .045 .150** .078* 1.000 .081** .267** .286** .147** .089** .029 .304** .167** .083** .105** .729** .865** .093* .318** .107 -.178** .767** .069*
.000 .146 .000 .011 . .009 .000 .000 .000 .004 .353 .000 .000 .009 .001 .000 .000 .011 .000 .081 .000 .000 .025
1058 1057 1058 1058 1058 1057 1048 1010 1040 1058 1027 600 848 998 1058 969 404 753 602 266 839 881 1058
.740** .822** .849** .848** .081** 1.000 .599** .630** .609** .802** .799** .492** .499** .741** .879** .219** -.361** .099** .225** .335** .656** .230** .901**
.000 .000 .000 .000 .009 . .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .006 .000 .000 .000 .000 .000
1079 1079 1079 1079 1057 1079 1069 1010 1062 1079 1048 622 869 1020 1079 991 426 768 624 266 860 900 1079
.757** .429** .698** .545** .267** .599** 1.000 .966** .850** .700** .473** .674** .488** .353** .631** .302** .167** .114** .496** .535** .343** .460** .574**
.000 .000 .000 .000 .000 .000 . .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .001 .002 .000 .000 .000 .000 .000
1075 1069 1075 1075 1048 1069 1075 1001 1053 1075 1044 621 865 1010 1075 981 417 760 624 266 857 897 1075
.798** .475** .756** .614** .286** .630** .966** 1.000 .886** .761** .530** .707** .568** .413** .692** .338** .094 .087* .466** .535** .442** .450** .624**
.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 . .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .073 .017 .000 .000 .000 .000 .000
1010 1010 1010 1010 1010 1010 1001 1010 994 1010 979 561 808 957 1010 922 364 746 569 266 799 849 1010
.748** .461** .703** .587** .147** .609** .850** .886** 1.000 .703** .488** .533** .478** .388** .649** .189** -.163** .124** .341** .595** .464** .287** .604**
.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 . .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .001 .001 .000 .000 .000 .000 .000
1062 1062 1062 1062 1040 1062 1053 994 1062 1062 1031 610 852 1003 1062 978 420 759 624 266 850 896 1062
.809** .704** .926** .849** .089** .802** .700** .761** .703** 1.000 .702** .582** .656** .652** .876** .146** -.338** .038 .277** .485** .591** .254** .866**
.000 .000 .000 .000 .004 .000 .000 .000 .000 . .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .291 .000 .000 .000 .000 .000
1085 1079 1085 1085 1058 1079 1075 1010 1062 1085 1054 622 875 1020 1085 991 426 769 624 266 866 906 1085
.616** .748** .719** .812** .029 .799** .473** .530** .488** .702** 1.000 .414** .509** .766** .766** .189** -.353** .036 .169** .207** .626** .253** .800**
.000 .000 .000 .000 .353 .000 .000 .000 .000 .000 . .000 .000 .000 .000 .000 .000 .330 .000 .001 .000 .000 .000
1054 1048 1054 1054 1027 1048 1044 979 1031 1054 1054 613 844 1020 1054 960 417 744 624 266 836 897 1054
.560** .360** .519** .488** .304** .492** .674** .707** .533** .582** .414** 1.000 .631** .387** .562** .231** .051 .083 .482** .491** .200** .384** .528**
.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 . .000 .000 .000 .000 .341 .061 .000 .000 .000 .000 .000
622 622 622 622 600 622 621 561 610 622 613 622 430 601 622 598 347 507 418 182 580 565 622
.505** .512** .595** .600** .167** .499** .488** .568** .478** .656** .509** .631** 1.000 .484** .620** .194** -.265** .028 .193** .475** .444** .330** .572**
.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 . .000 .000 .000 .000 .494 .000 .000 .000 .000 .000
875 869 875 875 848 869 865 808 852 875 844 430 875 812 875 786 227 605 429 82 669 700 875
.516** .709** .636** .820** .083** .741** .353** .413** .388** .652** .766** .387** .484** 1.000 .762** .223** -.399** .065 .119** .150* .547** .219** .801**
.000 .000 .000 .000 .009 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 . .000 .000 .000 .080 .003 .015 .000 .000 .000
1020 1020 1020 1020 998 1020 1010 957 1003 1020 1020 601 812 1020 1020 948 417 726 613 262 807 875 1020
.818** .803** .883** .927** .105** .879** .631** .692** .649** .876** .766** .562** .620** .762** 1.000 .234** -.374** .120** .265** .404** .607** .284** .953**
.000 .000 .000 .000 .001 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 . .000 .000 .001 .000 .000 .000 .000 .000
1085 1079 1085 1085 1058 1079 1075 1010 1062 1085 1054 622 875 1020 1085 991 426 769 624 266 866 906 1085
.317** .126** .241** .196** .729** .219** .302** .338** .189** .146** .189** .231** .194** .223** .234** 1.000 .710** .098** .291** .166** -.029 .787** .194**
.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 . .000 .009 .000 .008 .407 .000 .000
991 991 991 991 969 991 981 922 978 991 960 598 786 948 991 991 426 713 591 259 797 829 991
-.062 -.460** -.331** -.391** .865** -.361** .167** .094 -.163** -.338** -.353** .051 -.265** -.399** -.374** .710** 1.000 .058 .308** -.084 -.513** .784** -.416**
.205 .000 .000 .000 .000 .000 .001 .073 .001 .000 .000 .341 .000 .000 .000 .000 . .306 .000 .255 .000 .000 .000
426 426 426 426 404 426 417 364 420 426 417 347 227 417 426 426 426 312 307 187 382 377 426
.104** .166** .106** .086* .093* .099** .114** .087* .124** .038 .036 .083 .028 .065 .120** .098** .058 1.000 .060 .183** .001 .057 .101**
.004 .000 .003 .017 .011 .006 .002 .017 .001 .291 .330 .061 .494 .080 .001 .009 .306 . .145 .005 .974 .128 .005
769 768 769 769 753 768 760 746 759 769 744 507 605 726 769 713 312 822 591 231 783 711 769
.396** .026 .270** .223** .318** .225** .496** .466** .341** .277** .169** .482** .193** .119** .265** .291** .308** .060 1.000 .478** .094* .479** .202**
.000 .519 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .003 .000 .000 .000 .145 . .000 .017 .000 .000
624 624 624 624 602 624 624 569 624 624 624 418 429 613 624 591 307 591 681 245 650 604 624
.419** .009 .397** .343** .107 .335** .535** .535** .595** .485** .207** .491** .475** .150* .404** .166** -.084 .183** .478** 1.000 .359** .213** .359**
.000 .881 .000 .000 .081 .000 .000 .000 .000 .000 .001 .000 .000 .015 .000 .008 .255 .005 .000 . .000 .001 .000
266 266 266 266 266 266 266 266 266 266 266 182 82 262 266 259 187 231 245 267 264 251 266
.435** .603** .578** .627** -.178** .656** .343** .442** .464** .591** .626** .200** .444** .547** .607** -.029 -.513** .001 .094* .359** 1.000 -.032 .630**
.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .407 .000 .974 .017 .000 . .362 .000
866 860 866 866 839 860 857 799 850 866 836 580 669 807 866 797 382 783 650 264 903 794 866
.398** .147** .288** .294** .767** .230** .460** .450** .287** .254** .253** .384** .330** .219** .284** .787** .784** .057 .479** .213** -.032 1.000 .235**
.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .128 .000 .001 .362 . .000
906 900 906 906 881 900 897 849 896 906 897 565 700 875 906 829 377 711 604 251 794 925 906
.761** .845** .873** .951** .069* .901** .574** .624** .604** .866** .800** .528** .572** .801** .953** .194** -.416** .101** .202** .359** .630** .235** 1.000
.000 .000 .000 .000 .025 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .005 .000 .000 .000 .000 .






























































































AS CD CR CU HCB HG KGV0002 KGV0016 KGV0063 NI OLIE_GC ORG_C ORG_STOF PAK_10 PB PCB_7 S_DDT SPECIE01 SPECIE02 SPECIE03 SPECIE07 T3BT ZN
Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).**. 
Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).*. 
